»The influence of gender on brain cortex excitability in Parkinson’s disease and estradiol on levodopa response in a rat model of parkinsonism” by Kolmančič, Kaja
 
 











Vpliv spola na vzdražnost možganske skorje pri 
Parkinsonovi bolezni in estradiola na učinke levodope na 



















Doktorska disertacija: Vpliv spola na vzdražnost možganske skorje pri Parkinsonovi bolezni in 
estradiola na učinke levodope na modelu parkinsonizma pri podgani 
The influence of gender on the brain cortex excitability in Parkinson's disease and estradiol on 
levodopa response in a rat model of parkinsonism 
 
Imenovanje mentorja na seji senata UL dne 13.2.2018 
Imenovanje somentorja na seji senata UL dne 13.2.2018 
Komisija za spremljanje doktorskega študenta imenovana na seji senata UL MF dne 13.3.2017 
Datum zagovora: 20.10.2020 
 
 
Mentor: prof. dr. Zvezdan Pirtošek, dr. med.   
Somentor: prof. dr. Marko Živin, dr. med. 
 
Predsednica komisije: izr. prof. dr. Maja Trošt, dr. med. 
Član: prof. dr. Gregor Majdič, dr. vet. med. 
Član: prof. dr. Peter Pregelj, dr. med.  
ii 
 
Izjavljam, da sem avtorica doktorskega dela z naslovom Vpliv spola na vzdražnost možganske 
skorje pri Parkinsonovi bolezni in estradiola na učinke levodope na modelu parkinsonizma pri 
podgani. Doktorsko delo sem opravljala na Medicinski fakulteti Univerze v Ljubljani in na 
Nevrološki kliniki, Univerzitetnega kliničnega centra v Ljubljani. 
 
Delo je bilo financirano s strani programa ARRS (številka program P3-0171). 
 
Članka, ki je zajet v to raziskovalno delo, ni za doktorsko disertacijo uporabil nihče od 
preostalih soavtorjev tega članka. 
 





Zahvaljujem se vsem sodelavcem na Inštitutu za patološko fiziologijo Medicinske fakultete, 
Univerze v Ljubljani, zdravstvenemu osebju na Nevrološki kliniki, Univerzitetnega centra v 
Ljubljani, ter gospe Kseniji Kodra in dr. Martini Perše iz Medicinskega eksperimentalnega 
centra Medicinske fakultete, Univerze v Ljubljani.  
Še posebej bi se zahvalila doc. dr. Maji Kojović za vso podporo in predano znanje ter tesnima 
sodelavkama dr. Larisi Tratnjek in dr. Maji Zorović.  
Iskreno se zahvaljujem tudi izr. prof. dr. Maji Trošt, prof. dr. Gregorju Majdiču in prof. dr. Petru 
Preglju za pomoč in konstruktivne nasvete v procesu izdelave doktorske naloge. 
Velika zahvala, za vso podporo in strokovne nasvete, gre mentorju prof. dr. Zvezdanu Pirtošku 
in somentorju prof. dr. Marku Živinu. 
Javni agenciji za raziskovalno dejavnost Republike Slovenije (ARRS) se zahvaljujem za 
finančno podporo pri izvedbi doktorske naloge. 
Najlepša hvala svoji družini in prijateljem, da ste razumeli mojo odsotnost v teh letih in mi 
nesebično stali ob strani, kadar sem potrebovala vašo pomoč. 
Nazadnje se moram zahvaliti tudi Gašperju, da me je dvignil, ko so misli zabredle pregloboko, 








Demografske in klinične študije kažejo, da so ženske v začetni fazi Parkinsonove bolezni (PB) 
bolj zaščitene od moških. Predpostavljali smo, da mora obstajati tudi razlika v patofiziologiji 
med spoloma pri pacientih s PB. Transkranialna magnetna stimulacija (TMS) je metoda, s 
katero lahko ugotovimo funkcionalne spremembe na ravni možganske skorje že v začetku 
bolezni. Po drugi strani klinične študije v napredovali fazi bolezni povezujejo ženski spol s 
hujšo obliko diskinezij, ki jih povzroča levodopa (LID). Ker 17-β-estradiol (E2) vpliva na 
delovanje dopamina, smo želeli ugotoviti njegov vpliv na LID neposredno na 
hemiparkinsonskem podganjem modelu PB in posredno z označevalci postsinaptičnih 
plastičnih sprememb, povezanih z LID. 
V študiji smo klinično stanje 41 preiskovancev ocenili po lestvici MDS-UPDRS in tremor 
ovrednotili z metodo akcelerometrije. Z metodo TMS smo ocenili kortikalno vzdražnost in 
odgovor na protokol senzorimotorične plastičnosti PAS25 v bolj in manj prizadeti hemisferi. V 
študijo smo vključili še 23 zdravih preiskovancev. V predklinični študiji smo podganjim 
samicam injicirali 6-hidroksidopamin v desni nigrostriatalni snop in dva tedna injicirali levodopo 
ali fiziološko raztopino v podkožje. Vsem podganam smo odstranili jajčnike, polovica podgan 
je podkožno prejela prazne, druga polovica pa vsadke napolnjene z E2. 
Pri zdravih preiskovancih nismo našli razlik med spoloma ali hemisferama. Pri ženskih 
pacientkah smo v primerjavi z moškimi našli ohranjeno interhemisferno ravnovesje motoričnih 
pragov, bolj ohranjeno kratkointervalno intrakortikalno inhibicijo in fiziološki odgovor na 
protokol plastičnosti PAS25. Pri hemiparkinsonskih podganah smo odkrili, da je E2 poslabšal 
LID, kadar so samice prejele večji odmerek levodope. Pri podganah, ki niso prejemale 
levodope, je E2 zmanjšal izražanje označevalcev za LID (ΔFosB) in za postsinaptično 
denervacijsko hipersenzitivnost (c-Fos). Pri podganah, ki so prejemale levodopo, je E2 
povečal izražanje ΔFosB. 
Rezultati meritev TMS pri ženskih pacientkah govorijo za bolj učinkovito kortikalno 
kompenzacijo ali za kasnejši nastanek maladaptivnih plastičnih sprememb v sklopu PB. 
Študija podaja prve dokaze o nevrofizioloških razlikah med spoloma pri PB in potrjuje 
ugotovitve drugih študij, da so ženske vsaj v začetni fazi PB bolj zaščitene od moških. Glavno 
odkritje predklinične študije je, da E2 povečuje učinke dopamina pri ženskem spolu. V začetni 
fazi PB lahko E2 deloma zmanjša pretirano aktivacijo posredne poti, nastale zaradi izgube 
dopaminskih nevronov. Ob terapiji z levodopo pa E2 poslabša nastanek LID pri ženskah 





Demographic and clinical studies imply that female sex may be protective for Parkinson's 
disease (PD), but pathophysiological evidence to support these observations is missing. In 
early PD, functional changes may be detected in the primary motor cortex using transcranial 
magnetic stimulation (TMS). We hypothesised that if pathophysiology differs between sexes 
in PD, this will be reflected in differences of motor cortex measurements. On the other hand, 
female sex is associated with worse levodopa- induced dyskinesia (LID) in more advanced 
stages of PD. 17-β-estradiol (E2) is known to influence dopamine metabolism. Our aim was 
to define the influence of E2 on LID in the female hemiparkinsonian rat model of PD directly 
and indirectly via the expression of markers for postsynaptic plasticity changes that are 
associated with LID. 
Forty-one newly diagnosed PD patients were clinically assessed with MDS-UPDRS part III 
and accelerometry. Various measures of cortical excitability and sensorimotor cortex plasticity 
were measured over both hemispheres in PD patients and 23 healthy participants. 6-
hydroxydopamine was injected stereotactically into female rats' right median forebundle and 
afterwards animals received levodopa or saline solution subcutaneously for two weeks. All 
rats were ovariectomized, half of them received empty and the other half implants filled with 
E2 subcutaneously.  
We found no sex or interhemispheric differences in healthy participants. Female patients had 
preserved interhemispheric balance of motor thresholds, more efficient short-interval 
intracortical inhibition and a physiological focal response to sensorimotor plasticity protocol 
PAS25 compared to male patients. E2 worsened LID when female hemiparkinsonian rats 
received a larger dose of levodopa. In rats that received a saline solution, E2 lowered the 
expression of biomarkers for LID (ΔFosB) and postsynaptic denervation hypersensitivity (c-
Fos). However, E2 increased the expression of ΔFosB in rats, that received levodopa. 
The study provides one of the first neurophysiological evidence of sex differences in early PD. 
Female patients have a more favourable profile of TMS measures, possibly reflecting a more 
successful cortical compensation or delayed maladaptive changes in the sensorimotor cortex. 
We concluded that E2 potentiates the effects of dopamine in the female sex. In the dopamine 
denervated striatum, E2 can lower the maladaptive activation of the indirect pathway at first. 
However, when treated with levodopa, E2 potentiates the hyperactivation of the direct pathway 
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1. Uvod in pregled literature 
1.1 Parkinsonova bolezen 
Parkinsonova bolezen (PB) je druga najpogostejša nevrodegenerativna bolezen za 
Alzheimerjevo boleznijo (1). Za bolezen so značilni motorični znaki (bradikinezija, hipokinezija, 
tremor v mirovanju, rigidnost in moteni posturalni refleksi) in nemotorični znaki in simptomi 
(npr. izguba voha, zaprtost, motnje spanja v fazi REM, depresija in kognitivne motnje). Z 
napredovanjem bolezni se pojavijo motorična nihanja in zgibki, težave z govorom in 
požiranjem ter dodatni nemotorični znaki in simptomi, kot so motnje v delovanju avtonomnega 
živčevja in demenca (2). 
1.1.1 Bazalni gangliji 
Glavna patološka značilnost bolezni je izguba dopaminskih nevronov v predelu 
mezencefalona, zlasti v kompaktnem delu črne snovi (substantia nigra, par compacta– SNc) 
in posledično upad koncentracije dopamina v postsinaptičnih predelih, zlasti v striatumu (3). 
Striatum in SNc sta del globokih možganskih jeder, imenovanih bazalni gangliji, ki jih 
sestavljajo še palidum, retikularni del črne snovi (substantia nigra, pars reticulata– SNr) in 
subtalamično jedro (nucleus subthalamicus– STN). Palidum je sestavljen iz zunanjega dela 
(globus pallidus externus– GPe) in notranjega dela (globus pallidus internus– GPi). Pri 
podganah namesto GPi najdemo njemu analogno entopedunkularno jedro (nucleus 
entopeduncularis– EPN). Striatum delimo na ventralni del, kamor spadata olfaktorični tuberkel 
in akumbično jedro (nucleus accumbens– NAc), ter na dorzalni striatum, kamor spadata 




Slika 1. Prikaz bazalnih ganglijev in talamusa (5). 
Skozi bazalne ganglije poteka pet polisinaptčnih povratnih zank: motorična in okulomotorična, 
dorzolateralna prefrontalna, lateralna orbitofrontalna in anteriorna cingulatna. Zanje je 
značilno, da se začnejo v specifičnem delu možganske skorje, tvorijo prvi sinaptični preklop v 
striatumu, potem v GPi/SNr, naredijo naslednji preklop v različnih jedrih talamusa in se 
končajo v izhodiščnem delu skorje. Čeprav je za PB značilna prizadetost motorične zanke, je 
zaradi okrnjene funkcije bazalnih ganglijev, skozi katere potekajo tudi druge zanke, deloma 
motena tudi njihova funkcija. To je verjetno eden izmed razlogov, zakaj pri PB najdemo tudi 
motnje v mišljenju in čustvovanju (6). 
Motorična zanka se začne in konča v suplementarni motorični skorji. Vstopni del bazalnih 
ganglijev predstavlja striatum, iz katerega izhajata dve glavni projekcijski poti. Obe projekcijski 
poti se začneta s srednje velikimi nevroni s trni na dendritih, ki proizvajajo zaviralni 
nevrotransmiter  aminomasleno kislino (ang. gamma-aminobutyric acid– GABA). Ti 
projekcijski nevroni predstavljajo večino nevronov v striatumu. Neposredno pot sestavljajo 
zaviralni projekcijski nevroni, ki poleg GABA izražajo še nevropeptide snov P, nevrotenzin in 
dinorfin. S sproščanjem GABA zavirajo zaviralne nevrone GPi/SNr, ki tvorijo sinapse s 
spodbujevalnimi talamokortikalnimi nevroni. Zaradi manjšega zaviralnega učinka na  
talamokortikalne nevrone je priliv informacij v možgansko skorjo pri neposredni poti velik (7, 
8) (Shema 1). 
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Projekcijski zaviralni nevroni posredne poti poleg GABA izražajo še nevropeptide enkefalin in 
nevrotenzin. Ti zavirajo zaviralne nevrone GPe, ki tvorijo sinapse s spodbujevalnimi nevroni 
STN. Ti posledično bolj aktivirajo nevrone GPi/SNpr, ki pa ponovno zavirajo talamokortikalne 
spodbujevalne nevrone. Posredna pot tako zmanjšuje priliv informacij v možgansko skorjo 
(Shema 1). Neposredna in posredna pot imata torej nasproten učinek na talamokortikalni 
prenos signalov (7, 8). Integracija njunih signalov verjetno omogoča fokusiranje gibov ali 
odmerjanje amplitud pri finih motoričnih akcijah (8). Z aktivacijo neposredne poti se spodbuja 
želene gibe, neželene pa zavira preko posredne poti (9).  
 
Shema 1. Motorična zanka. Prikazana je motorična zanka in neposredna ter posredna pot. Rdeča barva 
predstavlja spodbujevalni in siva barva zaviralen prenos. SNc- kompaktni del črne snovi, GPi- notranji del paliduma, 
GPe- zunanji del paliduma, STN- subtalamično jedro. Prirejeno po Kandel (10). 
V striatumu so še internevroni brez trnov na dendritih (11). Sestavljajo jih holinergični 
internevroni in vsaj šest različnih podtipov GABAergičnih internevronov (12).  
1.1.2 Učinek dopamina v zdravem striatumu 
Nigrostriatalni dopaminski nevroni s telesi v SNc tvorijo sinapse z obema podtipoma 
projekcijskih nevronov. Učinek dopamina je odvisen od tipa dopaminskega receptorja, na 
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katerega se veže. Dopaminski receptorji spadajo v družino z G-proteini sklopljenih 
receptorjev. Poznamo dve glavni skupini dopaminskih receptorjev. V prvo skupino 
dopaminskih receptorjev D1 spadata podtipa D1 in D5, ki sta sklopljena s proteini Gαs in Gαolf, 
v skupino dopaminskih receptorjev D2 pa spadajo podtipi D2, D3 in D4, ki so sklopljeni s 
proteini Gαi in Gαo. Projekcijski nevroni neposredne poti na vratovih dendritov izražajo podtip 
D1, projekcijski nevroni posredne poti pa podtip D2 (13). Ob vezavi dopamina na receptorje 
D1 se v striatalnih nevronih aktivira encim adenilat ciklaza 5 (AC5), ki zviša raven 
sekundanega prenašalca cikličnega adenozinmonofosfata (cAMP), medtem ko vezava 
dopamina na receptorje D2 zavira AC5 in zmanjšuje nastanek cAMP (14).  
cAMP je sekundarni prenašalec, ki preko aktivacije protein kinaze A (PKA) aktivira veliko poti 
znotrajceličnega signaliziranja, del katerih so vezavni protein za odzivni element za cAMP 
(CREB), z dopaminom in cAMP regulirani fosfoprotein 32 kDa (DARPP-32) in ionski kanalčki 
(15). PKA fosforilira CREB, ki se translocira v jedro celice in omogoči prepisovanje genov, 
med katere spada tudi gen za transkripcijski faktor c-Fos (16). S CREB regulirano 
prepisovanje genov je podlaga za nastanek dolgotrajnih plastičnih sprememb (17). DARPP-
32 aktivira prepisovanje gena za transkripcijski faktor FosB, ki uravnava izraženost 
glutamatnega receptorja AMPA in dinorfina (18). PKA dodatno uravnava napetostno- in z 
ligandi-odvisne ionske kanalčke neposredno ali pa posredno preko zaviranja aktivnosti 
proteinske fosfataze 1 (PP1) (19). 
Aktivacija dopaminskega receptorja D2 zavira nastanek cAMP in prepreči aktivnost PKA ter 
DARPP-32 (14). Izjema temu je CREB, saj agonisti receptorjev D2 lahko povzročijo 
fosforilacijo CREB, najverjetneje preko cAMP neodvisnih mehanizmov (20). 
Dopamin posledično preko spodbujanja neposredne poti in zaviranja posredne (zaviralne) poti 
poveča priliv informacij v možgansko skorjo (8). 
Ker holinergični internevroni izražajo dopaminske receptorje D2, vezava dopamina zavira 
njihovo delovanje. Projekcijski nevroni izražajo na svoji površini muskarinske receptorje M1 in 
M4. Ker nevroni neposredne poti izražajo muskarinske receptorje M4, ki ob vezavi acetilholina 
zavirajo nastanek cAMP, dopamin posredno preko zaviranja holinergičnih internevronov še 
bolj poveča aktivacijo neposredne poti. Obratno pa projekcijski nevroni posredne poti izražajo 
muskarinske receptorje M1 (ter deloma tudi M4), ki ob vezavi acetilholina aktivirajo fosfolipazo 
C in povzročijo dvig koncentracije znotrajceličnega kalcija. Dopamin tako posredno zavira 
projekcijske nevrone posredne poti še preko holinergičnih internevronov (21, 22). 
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1.1.3 Posledica pomanjkanja dopamina pri PB 
Pri PB se zaradi propada dopaminskih nigrostriatalnih nevronov zmanjša koncentracija 
dopamina v striatumu. Ker se manj dopamina veže na projekcijske nevrone neposredne poti, 
ti postanejo manj aktivni in zaviralni vpliv na nevrone GPi/SNr je manjši. Ti posledično bolj 
zavirajo talamokortikalne nevrone (23, 24) (Shema 2b). 
 
Shema 2. Shematski prikaz aktivnosti neposredne in posredne poti ter talamokortikalnega prenosa pri (a) 
zdravem človeku, (b) pacientu s PB brez zdravljenja z levodopo in (c) pacientu s PB, ki se zdravi z levodopo. 
Prirejeno po DeLong (8) in Nelson (25). SNc- substantia nigra compacta, GPe- globus pallidus externus, GPi- 
globus pallidus internus, SNr- substantia nigra reticulata, STN- nucleus subthalamicus. 
Zaradi manjše vezave dopamina na nevrone posredne poti so ti bolj aktivni. Posledično bolj 
zavirajo nevrone GPe. Ti v zameno sprostijo svoj zaviralni vpliv na nevrone v STN, ki 
postanejo bolj aktivni. Ker nevroni STN sproščajo glutamat, zdaj močneje aktivirajo zaviralne 
nevrone v GPi/SNr. Ti v zameno močno zavirajo delovanje talamokortikalnih nevronov. 
Posledica pomanjkanja dopamina v striatumu je zmanjšana aktivacija neposredne poti in 
povečana aktivacija posredne poti, kar celokupno vodi v pretirano aktivnost internevronov v 
izhodnih jedrih bazalnih ganglijev (GPi/SNr). Ti pretirano zavirajo talamokortikalne nevrone in 
tako zmanjšujejo priliv informacij v motorično skorjo (4, 24, 26) (Shema 2b). Ker zaradi 
pomanjkanja dopamina ni več zaviralnega vpliva na holinergične internevrone, ti še močneje 
zavirajo neposredno pot in aktivirajo posredno pot (27). 
Model dveh projekcijskih poti in zmanjšanega priliva informacij v možgansko skorjo pojasnjuje 
nastanek bradikinezije in hipokinezije ter motnje v iniciaciji gibanja, vendar pa ne pojasni 
nastanka tremorja ali rigidnosti (26). Tremor ne korelira s propadom dopaminskih nevronov 
6 
 
(28). Razlog temu je verjetno, da sam model ne vključuje ostalih možganskih struktur, ki 
sodelujejo pri gibanju. Dodatno so pri PB poleg dopaminskega prenosa prizadeti tudi 
holinergični, noradrenergični in serotoninski prenos (29). 
1.1.4 6-hidroksidopaminski model PB 
Z eksperimentalnimi modeli PB na poskusnih živalih raziskujemo razvoj bolezni in različne 
farmakološke snovi za zdravljenje bolezni. Z injiciranjem haloperidola (antagonist predvsem 
dopaminskih receptorjev D2 in deloma D1)(30) ali rezerpina (inhibitor vezikularnega 
monoaminskega transporterja 2- VMAT2)(31) akutno in povratno povzročimo nastanek 
znakov parkinsonizma. Na teh dveh modelih PB so Carlsson in sodelavci l. 1957 prvič 
pokazali, da lahko njun učinek akutno prekinemo z injiciranjem levodope (32). Z injiciranjem 
toksinov 6-hidroksidopamina (6-OHDA) in 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina 
(MPTP)(33) povzročimo trajni propad dopaminskih nevronov. Poleg ocenjevanja znakov 
parkinsonizma lahko na teh dveh modelih s ponavljajočim injiciranjem levodope preučujemo 
tudi dolgotrajne motorične zaplete po zdravljenju z levodopo (34). S pesticidom rotenon, ki 
zavira delovanje kompleksa I mitohondrijske dihalne verige, lahko preučujemo predvsem 
razvoj PB (35). Vsi našteti modeli PB imajo svoje prednosti in slabosti, njihova uporaba je 
odvisna predvsem od ciljev študij. 
6-OHDA je hidroksiliran analog dopamina, ki ga uporabljamo za vzpostavitev 
eksperimentalnega modela PB na poskusnih živalih (36). Ker ne prehaja možgansko-krvne 
pregrade, ga stereotaktično injiciramo v področje nigrostriatalnega snopa, striatuma ali SN. 
Celice ga iz medceličnine privzamejo preko kateholaminskih transporterjev (37). 
Znotrajcelično v procesu avtooksidacije povzroči nastanek vodikovega peroksida, 
superoksida in hidroksilnih radikalov (38), z oksidacijo preko encima monoamin oksidaze pa 
še dodaten nastanek vodikovega peroksida (39). Dodatno zavira še delovanje kompleksa I in 
IV v mitohondrijski dihalni verigi (40). Končni rezultat je povečan oksidativen stres, ki povzroči 
nevrotoksične spremembe in celično smrt (41, 42).  
6-OHDA privzemajo tudi noradrenergični nevroni. Privzemanje lahko zavremo z zaviralcem 
(predvsem) noradrenalinskega transporterja– dezipraminom (37). Ker smo želeli v našem 
poskusu posnemati PB, kjer sta prizadeta tudi noradrenergični in serotoninski sistem, 
dezipramina nismo uporabili. 
V našem poskusu smo injicirali 6-OHDA samo v en (desni) nigrostriatalni snop in tako 
vzpostavili hemiparkinsonski model. Ta model ima dve prednosti– (i) nasprotna hemisfera 
služi kot kontrola (43); (ii) vedenjska prizadetost živali je manjša, saj obojestranska 
denervacija lahko privede do motenj hranjenja in pitja (44). Pri hemiparkinsonski živali je 
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nasprotna stran telesa motorično manj aktivna. V našem poskusu smo uporabili test tapkanja 
(ang. forepaw adjusted step test– test FAS) kot korelat bradihipokinezije (45). 
Zaradi kompenzatornih mehanizmov se pomanjkanje dopamina klinično izrazi šele ob velikem 
deležu propada (70-80 %) nigrostriatalnih dopaminskih nevronov (46, 47). Postsinaptično se 
zaradi dolgotrajnega pomanjkanja dopamina spremeni odzivnost projekcijskih nevronov 
striatuma. V nevronih posredne poti se poveča število dopaminskih recetorjev D2 (48). Število 
dopaminskih receptorjev D1 ostane enako, spremeni pa se njihova občuljivost, kar se odraža 
na celični in na vedenjski ravni– t. i. dopaminska denervacijska hipersenzitivnost. Ob aplikaciji 
agonistov receptorjev D1 se močno poveča izražanje AC5 in snovi P ter dinorfina. Zaradi tega 
se poveča tudi koncentracija cAMP in prepisovanje genov tudi ob dražljajih, na katere bi  se 
nevroni v intaktnem striatumu odzvali v minimalnem obsegu ali pa sploh ne (49). Ena izmed 
posledic je tudi močno prepisovanje genov transkripcijskih faktorjev iz družine fos (50). Za c-
Fos je značilen hiter začetek in hiter padec izražanja kot odziv na akutne dražljaje (51). Ker 
se ob aplikaciji dopaminskih agonistov v dopaminsko denerviranem striatumu njegovo 
izražanje akutno močno poveča, se uporablja kot označevalec povečane občutljivosti 
receptorjev striatalnih projekcijskih nevronov (49).  
Vedenjsko se povečana občutljivost projekcijskih nevronov v primeru hemiparkinsonskega 
modela izrazi kot okrepitev enosmernega kroženja. Ob aplikaciji agonistov dopaminskih 
receptorjev poskusna žival kroži kontralateralno (v nasprotni smeri od prizadete hemisfere) 
(43), medtem ko ob aplikaciji snovi, ki zvišuje koncentracijo dopamina v sinaptični špranji, žival 




1.1.5 Zdravljenje z levodopo 
Zaradi propada nigrostriatalnih dopaminskih nevronov želimo pri zdravljenju PB nadomestiti 
izgubljeni dopamin. Ker dopamin ne prehaja krvno-možganske pregrade, uporabljamo 
levodopo (L-3,4-dihidroksifenilalanin), ki je predstopnja dopamina. Encim dopa 
dekarboksilaza levodopo spremeni v dopamin. Da bi preprečili razgradnjo dopamina v telesu 
in preprečili njegove neželene telesne učinke, apliciramo levodopo skupaj s perifernim 
zaviralcem dopa dekarboksilaze, ki pa ne prehaja možgansko-krvne pregrade. Tako 
povečamo koncentracijo dopamina le v osrednjem živčevju (53). 
Dolgotrajno zdravljenje z levodopo vodi do motoričnih nihanj ter nehotenih in nepravilnih 
motoričnih zgibkov, ki jim pravimo z levodopo povzročene diskinezije (ang. levodopa-induced 
dyskinesia, LID) (54). LID so najverjetneje vedenjski izraz hipersenzitivnosti dopaminskih 
receptorjev projekcijskih nevronov striatuma in so posledica dolgotrajnega pomanjkanja 
dopamina v striatumu (43, 49) in intermitentne stimulacije z levodopo ali agonisti dopaminskih 
receptorjev (55). Če dopaminska denervacijska hipersenzitivnost dopaminskih receptorjev D1 
sprva služi kot kompenzatorni mehanizem za izgubo dopamina, pa dolgotrajna intermitentna 
stimulacija z levodopo povečan odziv še okrepi (13). Pretirana aktivacija neposredne poti in 
povečan zaviralni učinek na posredno pot močno zmanjšata aktivnost nevronov v GPi/SNr. 
Posledično so talamokortikalni nevroni preveč aktivni in priliv informacij v možgansko skorjo 
je močno povečan (26) (Shema 2c). 
Nedavne študije so pokazale, da se po intermitentni aplikaciji levodope celo poveča izražanje 
receptorjev D1 na površini projekcijskih nevronov neposredne poti zaradi okvarjenega 
mehanizma internalizacije receptorjev (56). Ob aktivaciji receptorjev D1 jih kinaza 6, 
sklopljena z G proteini (GRK6), fosforilira (57) in protein β-arestin internalizira (odstrani) (58). 
V fazi dopaminske denervacije je β-arestin povečan, medtem ko po zdravljenju z levodopo 
njegova koncentracija upade (59).  
Pretirano izražena AC5 zaradi dopaminske denervacije vztraja tudi po intermitentni aplikaciji 
levodope (60). Posledično se še poveča nastanek cAMP in aktivacija DARPP-32, ki lahko 
aktivira z mitogenom aktivirano protein kinazo ERK (ang. extracellular-activated kinase) (61) 
v projekcijskih nevronih neposredne poti (62). Ob aktivaciji se ERK translocira v celično jedro, 
kjer sodeluje pri prepisovanju genov zgodnjega odgovora (63), med katere spada tudi FosB. 
ΔFosB so skupina 35-37kDA velikih izooblik transkripcijskega faktorja FosB, za katere je 
značilna indukcija po kroničnih dražljajih, in so stabilne še dolgo po prenehanju draženja (64, 
65). Njihovo izražanje je posledica aktivacije cAMP/DARPP-32 in ERK poti (61, 66). Povečano 
izražanje ΔFosB so našli pri živalskih modelih PB z razvitimi LID (61, 67, 68) ter v putamnu 
pacientov z razvitimi LID v post-mortem študiji (69). Selektivna stimulacija striatalnih 
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projekcijskih nevronov, ki izražajo ΔFosB, lahko brez akutne aplikacije levodope povzroči 
nastanek LID (70). ΔFosB skupaj s transkripcijskim faktorji JunD tvorijo heterodimere, ki 
aktivirajo aktivacijski protein– 1 (AP–1) in tako povzročijo nadaljnje prepisovanje genov in s 










1.2 Spolne razlike pri novo diagnosticirani Parkinsonovi bolezni 
Demografske študije kažejo, da so ženske v začetni fazi PB bolj zaščitene v primerjavi z 
moškimi. Wooten in sodelavci so pokazali, da imajo moški 1.5-krat večje tveganje za razvoj 
PB ne glede na starost (71), medtem ko so Hirsch in sodelavci pokazali večjo incidenco PB 
pri moških med 60. in 80. letom (72). Multicentrična študija je pokazala, da je razmerje med 
moškim in ženskim spolom pri pacientih s PB 1.6 : 1 (73). Ženske razvijejo prve simptome 
kasneje od moških (pri 66.9 letih v primerjavi s 65.5 leti) (74) in ob postavitvi diagnoze so po 
tretjem delu klinične lestvice Združena ocenjevalna lestvica za Parkinsonovo bolezen (ang. 
Unified Parkinson's Disease Rating Scale, MDS- UPDRS) motorično manj prizadete od 
moških (23 točk pri ženskah v primerjavi s 27 točkami pri moških) (73). Haaxma in sodelavci 
so pri ženskih pacientkah ob diagnozi odkrili večje kopičenje [123I]FP-CIT v striatumu, kar 
nakazuje bolj ohranjeno nigrostriatalno dopaminsko inervacijo, čeprav je bila nadaljnja izguba 
dopamina pri obeh spolih enaka (75). Predklinične študije potrjujejo zaščitno vlogo ženskega 
spola. Injiciranje nizkih odmerkov toksina 6-OHDA v podganji nigrostriatalni snop povzroči 
večji propad dopaminskih nevronov v SNc in zniža raven dopamina v striatumu pri podganjih 
samcih (76, 77). Pri večjih odmerkih do razlik med spoloma ni prišlo (77). Vse to nakazuje, da 
so morda ženske v začetku bolezni bolj zaščitene ali pa bolje kompenzirajo izgubo 
dopaminskih nevronov kot moški.  
Spol vpliva tudi na prisotnost motoričnih in nemotoričnih simptomov in znakov PB. Pri ženskah 
je pogosteje prisoten tremor (12) in posturalna nestabilnost (14-16), čeprav so druge študije 
odkrile večjo prevalenco tremorja pri moških (78). Dodatno sta za moške paciente bolj značilni 
rigidnost (14) in simetrična prizadetost (16). V okviru nemotoričnih simptomov in znakov pri 
moških prevladujejo težave z govorom, slinjenjem, požiranjem (79, 80), težave s spolnostjo 
(79-82), zaspanost in voh (81). Večji delež žensk poroča o bolečinah (82) in utrujenosti (79, 
83), zaprtju in nemirnih nogah (80). Nekatere študije poročajo o večji prevalenci motenj spanja 
v fazi REM pri moških (79), spet druge opisujejo enako prevalenco pri obeh spolih (84). 
Težave z uriniranjem in inkontinenco so pokazali tako pri ženskah (85) kot pri moških (82). 
Več študij je pokazalo večjo prisotnost depresije pri ženskah (85-87), ena študija pa je 
pokazala večjo prevalenco depresije pri moških, ki pa se po 80. letu izenači z ženskim spolom 
(88). Večji delež pacientov z demenco je moških (89). 
Vzrok za razlike med spoloma ni znan, vendar bi lahko bile posledica socialnih dejavnikov 
(90), genetskih dejavnikov (91, 92) ali zaščitne vloge estrogenov (93). Pri moških poškodba 
glave in izpostavljenost pesticidom povečujeta tveganje za razvoj bolezni (90).   
Za spol specifično prepisovanje genov bi lahko posredno vplivalo na razvoj PB. Cantuti-
Castelvetri in sodelavci so odkrili različno izražanje genov v dopaminskih nevronih SNpc med 
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spoloma pri zdravih preiskovancih in tudi različno izražanje genov znotraj istega spola med 
zdravimi preiskovanci in pacienti s PB. Pri ženskah so našli različno izražanje genov za protein 
kinaze in genov, ki sodelujejo pri proteolizi, pri moških pa različno izražanje genov za vezavne 
proteine za baker in proteine (91). Ena izmed posledic različnega prepisovanja genov med 
spoloma bi lahko bil različen odziv na oksidativni stres. Georgiou in sodelavci so našli 
povezavo med ženskami in določenimi haploskupinami mitohondrijev, ki so povezani s 
kasnejšim nastopom PB, medtem ko pri moških te povezave niso našli (94).  
1.2.1 Vpliv ženskih spolnih hormonov 
Zaščitna vloga ženskega spola je lahko tudi posledica spolnih hormonov estrogenov. 
Estrogeni so steroidni hormoni, katerih glavna vloga je urejanje razmnoževanja, dodatno pa 
vplivajo na delovanje celic v kostnem in maščobnem tkivu, koži, mišičnem tkivu, srčno-žilnem 
sistemu, imunskem sistemu ter možganih (95). Pri ženskah obstajajo tri glavne oblike 
estrogenov: estron (E1), 17-β-estradiol (E2) in estriol (E3) (96). 17-β-estradiol (E2) je glavni 
spolni hormon pri ženskah v reproduktivnem obdobju (97). 
Več študij je preučevalo nevroprotektiven učinek E2. Pri samicah podgan je bil večji propad 
nigrostriatalnih dopaminskih nevronov po injiciranju 6-OHDA, če so jim pred posegom 
odstranili jajčnike. Ta učinek so izničili, če so pred injiciranjem 6-OHDA samice dobile dodatek 
E2 (76, 98). Prav tako je injiciranje 6-OHDA povzročilo manjšo izgubo dopaminskih nevronov 
v fazi proestrusa, ko je največja koncentracija E2 v krvi (99). Nevroprotektiven učinek je vezan 
na spol, saj E2 lahko povzroči celo večji propad dopaminskih nevronov pri samcih (100). 
Nekatere študije so pokazale, da E2 lahko pospeši prepisovanje proteinov dihalne verige (101) 
in povečuje izražanje antiapoptotskega proteina Bcl-2 (102). 
Tudi klinične študije povezujejo stanja z višjo vsebnostjo E2 z zaščito pred PB. Več študij je 
pokazalo, da starost žensk ob diagnozi PB pozitivno korelira s številom otrok, daljšo 
reproduktivno dobo, višjo starostjo ob nastopu menopavze (75, 103) in izpostavitvi 
estrogenom (104). V primerjavi z zdravimi imajo ženske s PB krajšo rodno dobo in manjše 
število nosečnosti (105). Ocena tretjega dela MDS- UPDRS je obratno korelirala z dolžino 
reproduktivne dobe in starostjo zadnje menstruacije (104, 105).  
E2 vpliva na metabolizem dopamina. Pri samicah glodavcev lahko poveča tako bazalno 
sproščanje dopamina kot tudi akutno po aplikaciji kalijevega klorida (106) in amfetamina (107). 
Dodatno lahko zmanjša privzem dopamina iz sinaptične špranje z znižanjem afinitete do 
dopaminskega transporterja (DAT) (108) ter znižuje prepisovanje encima katehol-O-
metiltransferaza (COMT) za njegovo razgradnjo (109). Vendar pa je mehanizem vpliva na 
dopaminski metabolizem še precej neznan.  
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E2 se veže na več vrst receptorjev z različnimi časovnimi in funkcionalnimi učinki. Klasični 
estrogenski receptorji ERα in ERβ so v citoplazmi in se ob aktivaciji translocirajo v jedro in 
sodelujejo pri prepisovanju genov, ki vsebujejo na estrogen odzivni element. Ti učinki so bolj 
dolgotrajni (110). Estrogenski receptorji pa so tudi na celičnih membranah. Poleg klasičnih 
receptorjev ERα in ERβ, se tam izraža tudi z G–proteini sklopljen receptor 1 (GPER–1). Ti so 
sklopljeni z G-proteini, metabotropnimi glutamatnimi receptorji in inzulinskim rastnim faktorjem 
1. Ker aktivirajo sekundarne prenašalce različnih znotrajceličnih poti, se učinki vezave E2 
pokažejo v nekaj sekundah do minutah (111). Izražanje receptorjev za E2 je v SN zelo nizko. 
V striatumu je 30 % ER in GPER- 1 izraženih na dendritih in aksonih projekcijskih nevronov 
(112). Njihova funkcija je lahko tudi zelo različna v istem področju možganov. V nevronih 
dorzalnega striatuma so ERα sklopljeni tako z metabotropnimi glutamatnimi receptorji 
mGluR5, kjer aktivirajo nevrone preko ERK signalne celične poti, kot tudi z receptorji 
mGluR2/3, ki zavirajo fosforilacijo in s tem zmanjšajo aktivacijo CREB in prepisovanje genov 
(113). Delovanje na dopaminski sistem pa bi lahko bilo tudi posredno. 10 % vseh ERα in 




1.2.2 Transkranialna magnetna stimulacija 
Če so ženske v začetni fazi bolezni res bolj zaščitene od moških, bi se morala razlikovati 
patofiziologija med spoloma. Nevrofiziološke razlike med spoloma pri PB še niso bile 
raziskane. Funkcionalne spremembe pri PB lahko na ravni primarne motorične skorje (M1) 
zaznamo s transkranialno magnetno stimulacijo (TMS) že v zgodnji fazi bolezni (115-117).  
TMS je metoda, ki omogoča neinvazivno stimulacijo možganov in s katero preučujemo 
fiziologijo motorično-senzoričnih in kognitivnih procesov pri zdravih ljudeh ter patofiziologijo 
nevroloških in psihiatričnih bolezni. Z metodo TMS lahko tudi zdravimo tinitus (118) in 
depresijo (119).  
Stimulator je sestavljen iz dveh delov. V kondenzatorju se ustvarja tok, ki steče po inzuliranih 
žicah znotraj tuljave, ki jo držimo nad preiskovančevo glavo. Če je električni tok hitro 
spreminjajoč in kratek, bo v okolici nastalo magnetno polje. Hitro spreminjajoče se magnetno 
polje ob dovolj veliki napetosti v zameno ponovno povzroči električni tok v bližnjih vzdražnih 
tkivih. Končni rezultati so spodbujevalni postsinaptični potenciali v vzdražnih celicah 
možganske skorje (120).  
Ko apliciramo pulz nad M1, izzovemo kontralateralno mišično aktivnost. To lahko vidimo kot 
krčenje mišice ali pa z zamikom nekaj ms kot zapis na elektromiogramu (EMG) v obliki 
motoričnega evociranega potenciala (MEP) (121). Ker se moč magnetnega polja eksponentno 
manjša z razdaljo, lahko stimuliramo le povrhnje sloje možganske skorje. Najmanjše polje 
stimulacije je velikosti 2 x 2 cm2 (120).  
Pri PB prvotna patologija prizadene globoke možganske strukture, ki jih magnetno polje tuljave 
TMS ne doseže. M1 je del motorične zanke in končno izhodišče ukazov za hotene in večino 
nehotenih gibov. Ker je pod vplivom bazalnih ganglijev, se spremembe v delovanju bazalnih 
ganglijev odražajo tudi na ravni M1, ki jih zaznamo z metodo TMS (115, 122, 123). 
S posamičnimi pulzi lahko ocenimo kortikospinalno vzdražnost. Osnovne meritve 
kortikospinalne vzdražnosti so motoričen prag v mirovanju in aktivnosti ter krivulja vzdražnosti. 
Motorični prag izrazimo v odstotkih največje intenzitete stimulatorja. Ker obstaja velika 
interindividualna spremenljivost med motoričnimi pragovi posameznikov (124), so intenzitete 
vseh ostalih meritev izražene kot odstotek posameznikovega motoričnega praga.  
S posamičnimi pulzi lahko določimo tudi kortikalno tiho periodo, kjer apliciramo posamičen 
pulz med hoteno mišično aktivnostjo. Pulz povzroči MEP, ki mu sledi obdobje neaktivnosti v 
zapisu EMG. Prvih 50 ms naj bi uravnavali spinalni mehanizmi, naprej pa je mišična (ne) 
aktivnost posledica zaviralnih kortikalnih povezav preko receptorjev GABA-B (125).  
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Tehniko dvojnih pulzov, pri kateri je prvi pulz pogojni in drugi testni, uporabljamo za oceno 
intrakortikalne inhibicije in facilitacije. V naši študiji smo uporabili meritvi kratkointervalne 
intrakortikalne inhibicije in intrakortikalne facilitacije. Pri obeh meritvah s tuljavo TMS 
stimuliramo isti predel M1, učinek pa je odvisen od intenzitete in časovnega razmika obeh 
pulzov. Pri kratkointervalni intrakortikalni inhibiciji je časovni razmik med obema pulzoma dolg 
1–5 ms. Amplituda, ki jo povzroči testni pulz, je zmanjšana zaradi predhodnega pogojnega 
pulza (126). Prvi (pogojni) pulz v kortikospinalnih nevronih izzove inhibitorne postsinaptične 
potenciale, posledično pa se zmanjša število akcijskih potencialov, ki jih lahko izzove drugi 
testni pulz (127). Pri PB je kortikalna inhibicija zmanjšana (128, 129).  
Kadar pogojnemu pulzu sledi časovni interval, dolg 8–30 ms, je amplituda testnega pulza 
večja, kot jo običajno izzove pulz TMS z enako intenziteto. Z meritvijo intrakortikalne facilitacije 
preučujemo vzdražnostne mehanizme v motorični skorji (130). 
Pri repetitivni obliki stimulacije TMS (rTMS) uporabljamo ponavljajoče se pulze za oceno 
sposobnosti možganov za kratkotrajne plastične spremembe. Če apliciramo pulze z določeno 
frekvenco in intenziteto, lahko povišamo ali znižamo kortikalno vzdražnost, ki bo trajala dlje 
od časa same stimulacije. Če apliciramo rTMS nad M1 s frekvenco 5 Hz ali več, bo ta delovala 
spodbujevalno in posledično bodo MEPi večji, medtem ko nižje frekvence inhibirajo kortikalno 
vzdražnost in zmanjšujejo velikost MEPov. V naši študiji smo uporabili spodbujevalni protokol 
senzorimotorične plastičnosti (ang. paired asociative protocol, PAS25), ki vključuje 
kombinacijo pulzov TMS nad M1 in periferno stimulacijo medianega živca (131). Pri 





1.3 Vpliv spolnih hormonov v napredovali fazi Parkinsonove 
bolezni 
Obratno kot v zgodnji fazi bolezni klinične študije v napredovali fazi PB povezujejo ženski spol 
z bolj izrazitimi LID. Pri ženskah so večkrat pokazali bolj izrazite LID (133-135), ki pa bi lahko 
bile le posledica večjega odmerka levodope glede na manjšo telesno težo pacientk (136). E2 
je kot možen povzročitelj spolnih razlik preučevan v začetnem delu bolezni, ni pa veliko 
znanega o njegovem vplivu v pozni fazi bolezni. Nadomestna hormonska terapija pri ženskah 
z že razvitimi LID v menopavzi ni imela vpliva na zgibke (137) ali pa je le omilila motorične 
znake (138).  
Predklinične študije nasprotno povezujejo E2 z manj izrazitimi LID. Injiciranje E2 je pri samicah 
opic Macaca fascicularis, ki so za uničenje dopaminskih nevronov v SN prejele MPTP, 
zmanjšalo LID podobno vedenje, ni pa imelo vpliva na znake parkinsonizma (139). V drugi 
študiji so na 6- OHDA podganjih samcih linije Sprague-Dawley za preprečevanje LID uporabili 
tamoksifen (140), ki deluje v prsnem tkivu kot antagonist, v jetrih, kosteh in jajčnikih kot agonist 
estrogenskih receptorjev (141), medtem ko njegova farmakodinamika v možganskem tkivu ni 
popolnoma jasna (142). Tamoksifen je podaljšal motorične zaplete po kronični aplikaciji 
levodope (140), pri čemer so raziskovalci preučevali kontralateralno kroženje in ne LID. 
Intermitentna aplikacija levodope na hemiparkinsonskem modelu 6-OHDA povzroči bolj 
intenzivno kontralateralno kroženje (143). Zaradi tega so kontralateralno kroženje v nekaterih 
študijah uporabljali kot kolerat LID (143-145). Taka predpostavka ima dve slabosti. Sčasoma 
se kroženju pridružijo še LID, ki lahko ovirajo in zato zmanjšajo kroženje in dajo lažno 
negativen rezultat. Dodatno je več študij pokazalo, da nekatere farmakološke učinkovine, ki 
zmanjšujejo LID, ne zmanjšujejo tudi kroženja po levodopi. Tudi nekateri agonisti dopaminskih 
receptorjev lahko povečajo kontralateralno kroženje, ne pa sprožijo LID (21). Zato se v 
novejših študijah uporablja enoten sistem za ocenjevanje korelatov LID na eksperimentalnih 
modelih PB (146). V nedavni študiji, kjer so uporabili enak sistem za ocenjevanje LID kot mi, 
so živali z odstranjenimi jajčniki razvile LID kasneje kot intaktne samičke (147). Pomembna je 




2. Namen in hipoteze 
Namen klinične študije je bil oceniti funkcionalne razlike med spoloma pri pacientih z novo 
diagnosticirano PB z metodo TMS in rezultate meritev primerjati s skupino zdravih 
preiskovancev. Preveriti smo želeli naslednje hipoteze: 
H1: V začetnem obdobju nezdravljene PB obstajajo razlike med spoloma v vzdražnosti 
motorične možganske skorje, merjene z metodo TMS, ter klinične razlike v prisotnosti 
motoričnih in nemotoričnih simptomov in znakov.  
Namen predklinične študije je bil ovrednotiti učinek E2 na LID pri podganjih samicah 
hemiparkinsonskega modela PB z razvitimi LID.  
H2: Na podganjem 6-OHDA modelu LID E2 preprečuje nastanek LID in postsinaptičnih 




3. Metodologija in materiali 
3.1 Klinična študija 
Klinična študija je potekala v skladu s Helsinško deklaracijo, odobrila jo je Komisija za 
medicinsko etiko Republike Slovenije (številka dovoljenja 0120-336/2016-2). Vsi preiskovanci 
so podpisali obrazec o zavestni in svobodni privolitvi k raziskavi. V klinično študijo smo vključili 
41 pacientov (22 moških in 19 ženskih) z novo diagnosticirano PB, ki še niso prejeli 
antiparkinsonske terapije. Motorične znake smo klinično ocenili s III. delom vprašalnika MDS-
UPDRS. Za prisotnost nemotoričnih znakov in simptomov PB je nevrolog subspecialist ocenil 
bolnika po Montrealski lestvici spoznavnih sposobnosti (ang. Montreal cognitive assessment) 
(148), ostale vprašalnike so pacienti izpolnili sami (Beckov vprašalnik depresivnosti (ang. 
Beck's depression inventory) (149), Lestvico spanja pri bolnikih s PB (ang. Modified 
Parkinson's disease sleep scale -2) (150), Lestvico nemotoričnih simptomov PB (ang. Non- 
motor symptom scale for Parkinson's disease) (151),  Starksteinovo lestvico apatije (ang. 
Starkstein apathy scale) (152)). 
Z akcelerometrijo smo ovrednotili tremor pri pacientih s PB. Na distalno falango palca in 
kazalca obeh rok smo namestili senzorje (Biometrics Ltd, Cwmfelnfach, Velika Britanija), ki 
zaznajo gibanje v vseh treh dimenzijah in pošljejo signal v ojačevalnik ter naprej v računalnik. 
Podatke smo analizirali z uporabo spektralne analize. Pridobili smo podatke o frekvenci in 
moči tremorja v mirovanju, predročenju in pri testu prst-nos. Vsak položaj smo merili 30 s. 
Za metodo TMS smo uporabili Magstim 200 magnetni stimulator z obliko valovanja 
monofaznega toka (Magstim Company, Carmarthenshire, Velika Britanija) ter standardno 
tuljavo v obliki osmice premera 70 mm. Za meritve EMG in snemanje MEPov v mišicah 
abductor pollicis brevis (APB) in abductor digiti minimi (ADM) smo uporabili površinske 
samolepilne elektrode Ag-AgCl. Meritve, kjer je EMG aktivnost v mirovanju presegala 50µV, 
smo izločili. »Vroča točka« (ang. »hot spot«) je predstavljala tisti položaj na skalpu, kjer smo 
dobili največje amplitude MEPov v kontralateralni mišici APB.  
Pri 41 pacientih in 10 zdravih preiskovancih (ZP) smo meritve opravili v obeh hemisferah v 
razmiku enega tedna. Vsakič smo izmerili motorični prag v mirovanju in aktivnosti, krivuljo 
vzdražnosti, kortikalno tiho periodo, kratkointervalno intrakortikalno inhibicijo, kortikalno 
facilitacijo in odgovor na protokol PAS25. Ker pri ZP nismo našli interhemisfernih razlik, kar 
so pokazale tudi predhodne študije (153-155), smo pri preostalih 13 ZP opravili meritve le v 
dominantni (DOM) hemisferi. 
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3.1.1 Kortikospinalna vzdražnost 
Motorična pragova v mirovanju in aktivnosti sta bila določena po standardnih definicijah (156). 
Za krivuljo vzdražnosti smo izmerili 4 MEPe za vsako intenziteto pulza, ki je naraščala v 
intervalih za 10 % v vrednostih od 80 % do 170 % motoričnega praga v mirovanju. 
3.1.2 Intrakortikalna vzdražnost 
Kratkointervalno intrakortikalno inhibicijo in intrakortikalno facilitacijo smo izmerili z metodo 
dvojnih pulzov. Intenziteta testnega pulza je bila tolikšna,  da smo dobii velikost MEPa 1 mV,  
intenziteta pogojnega pulza je bila določena kot 90 % motoričnega praga v mirovanju. Obe 
meritvi sta bili opravljeni v mirovanju, za kratkointervalno intrakortikalno inhibicijo smo 
uporabili interstimulusni interval (isi) 2, 3 in 4 ms ter za intrakortikalno facilitacijo 15 ms. Za 
vsak isi in kontrolni posamičen testni stimulus smo izmerili 10 zaporednih MEPov.  
Za oceno kortikalne tihe periode smo izmerili 10 zaporednih MEPov pri intenziteti 120 % 
motoričnega prag v mirovanju, medtem ko je pacient vdrževal v mišici APB 20 % svoje 
največje možne kontrakcije. 
3.1.3 PAS25 
PAS25 sestavlja 200 električnih pulzov medianega živca v področju zapestja, sklopljenih s 
pulzi TMS nad vročo točko za mišico APB z zamikom 25 ms. Pari perifernih in centralnih 
pulzov se ponavljajo s frekvenco 0.25 Hz. Intenziteta perifernih pulzov medianega živca 
ustreza trikratniku senzoričnega praga (ko pacient začuti pulz v roki), intenziteta pulza TMS je 
bila taka, da smo dobili velikosti MEP 1 mV v sproščeni mišici APB. Da smo zagotovili enako 
stopnjo pozornosti, smo preiskovancem naročili, naj gledajo v zapestje in po tiho pri sebi 
štejejo električne pulze. Odgovor na protokol PAS25 smo ocenili tako, da smo primerjali 
amplitude MEPov pred in 0 min, 15 min in 30 min po protokolu PAS25. Izmerili smo 10 
zaporednih MEPov z intenziteto pulzov, ki je v meritvah pred PAS25 povzročila povprečno 
amplitudo MEPov 1 mV v sproščeni mišici APB.  
3.1.4 Statistična analiza 
V klinični in predklinični študiji so podatki v besedilu in grafih so izraženi kot povprečje (ang. 
mean, M) s standardnim odklonom (ang. standard deviation, SD). Za vse podatke smo ocenili 
normalno razporeditev s testom Kolmogorov-Smirnov in homogenost variance s testom 
Levene. Če podatki niso zadostili tem merilom, smo jih spremenili po formuli log10(x+1) in to 
poudarili pri rezultatih. Za ponavljajoče se meritve v mešanem načrtu ANOVA (ang. analysis 
of variance) smo uporabili test sferičnosti po Maulchy-ju. Uporabili smo program IBM SPSS 
verzijo 22 (IBM Corporation, New York, ZDA). Meja za statistično značilno razliko je bila 
postavljena pri p ≤ 0.05. 
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Neparni t-test smo uporabili za ugotavljanje razlik med spoloma pacientov za starost ob 
postavitvi diagnoze, trajanju motoričnih simptomov, motorične prizadetosti glede na oceno 
MDS-UPDRS, oceno testov za nemotorične znake in simptome ter testiranju razlik v letih med 
pacienti in ZP. 
S Spearmanovim koeficientom korelacije (rs) smo primerjali trajanje motoričnih znakov z 
oceno motoričnih znakov po lestvici MDS-UPDRS. S testom hi-kvadrat (χ2) smo primerjali 
razporeditev spola med pacienti in ZP.  
Za analizo akcelerometrije smo uporabili mešani načrt ANOVA. Posebej smo analizirali 
frekvenco in moč vseh treh oblik tremorjev. Uporabili smo faktor spol za neodvisne skupine in 
faktor hemisfera za ponovljene meritve. 
Za analizo kortikalne vzdražnosti in senzorimotorične plastičnosti smo prav tako uporabili 
ANOVO. V prvem nizu analiz smo testirali razlike med spoloma pri pacientih s PB in posebej 
spolne razlike pri ZP. Uporabili smo faktor spol za neodvisne skupine in hemisfera ter ustrezen 
TMS parameter za ponovljene meritve. V drugem nizu analiz smo posebej primerjali TMS 
meritve med bolj prizadeto (BP) ali manj prizadeto (MP) hemisfero 41 pacientov z dominantno 
hemisfero (DOM) 23 ZP s faktorjema spol in bolezen za neodvisne skupine. V primeru 
statistično značilne interakcije smo uporabili post hoc teste za parno primerjavo s popravki po 
Bonferroniju.  
Za TMS parametre smo uporabili sledeče faktorje za ponovljene meritve: za krivuljo 
vzdražnosti- intenziteta stimulusa (intenziteta, 10 nivojev); za kratkointervalno intrakortikalno 
inhibicijo- interstimulusni interval (isi, 3 nivoji za MEP po 2, 3 in 4ms); za učinek PAS25 na 1 
mV MEPe- mišica (2 nivoja, mišica APB in ADM) ter čas (3 nivoji: MEP vrednosti čez 0, 15 in 




3.2 Predklinična študija 
Predklinično študijo je odobrila Uprava Republike Slovenije za varno hrano, veterinarstvo in 
varstvo rastlin (številka dovoljenja U34401-7/2017/9). 
3.2.1 Vedenjski del 
3.2.1.1 Načrt študije 
V poskusu smo uporabili podganje samice vrste Rattus norvegicus, linije Wistar (Medicinski 
eksperimentalni center, Medicinska fakulteta, Univerza v Ljubljani). Podgane so ob začetku 
poskusa tehtale povprečno 255.2 +/- 17.3 g. Tekom poskusa so bile podgane nameščene v 
kletkah v klimatiziranem hlevu, pri konstantni temperaturi (20-24° C) in 12- urnem dnevno-
nočnem ciklu. Na voljo so imele vodo in hrano ad libitum. Ker nekatere standardne mešanice 
hrane za laboratorijske glodavce vsebujejo fitoestrogene, smo jih od začetka poskusa naprej 
hranili s posebno mešanico brez fitoestrogenov (Teklad Global rodent diet 2014, Envigo, 
Huntigdon, Velika Britanija). 
Vsem samicam smo odstranili jajčnike (skupina OVX). Dva tedna kasneje smo enostransko 
injicirali 6-OHDA v področje desnega nigrostriatalnega snopa in istočasno vstavili podkožne 
vsadke (prazni ali z E2) v predel med lopaticami. Po enajstih dneh smo podgane ocenili s 
testom za oceno hipobradikinezije (ang. forepaw adjusted stepping test, FAS test). Tri dni 
kasneje smo pričeli z vsakodnevnim injiciranjem levodope hidroklorida z benserazidom (4,77 
mg/ kg TT in 15 mg/ kg TT) v prvi skupini ali  fiziološke raztopine (FR) v odmerku 2 ml/ kg TT 
v drugi skupini podgan, kar je trajalo 16 dni (Shema 3). S takim odmerkom levodope 6-OHDA 
podgane v času dveh tednov razvijejo maksimalne amplitude LID (146). V času vsakodnevnih 
injiciranj smo podgane v obeh skupinah testirali dvakrat za kroženje po levodopi in enkrat za 
test FAS. Podgane, ki so vsakodnevno prejemale levodopo z benserazidom, smo dodatno 
petkrat testirali za pojav LID po aplikaciji levodope in pri tem uporabili dva različna odmerka 
levodope. Zaradi neprepričljivih rezultatov učinka E2 na LID dosedanjih študij smo 
predpostavljali, da je učinek E2 bolj diskreten. Zato smo uvedli nižje odmerke levodope ob 
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Shema 3. Shematski prikaz poskusa. OVX- odstranitev jajčnikov, 6-OHDA-6-hidroksidopamin, FAS- forepaw 
adjusted stepping. 
Dan 1 LID manjši odmerek levodope Ostale dneve (znotraj teh 
16 dni) so podgane 
prejemale vsakodnevno 
levodopo v standardnem 
odmerku ali FR 
Dan 2 KROŽENJE manjši odmerek levodope 
Dan 5 LID običajni odmerek levodope 
Dan 9 LID manjši odmerek levodope 
Dan 12 LID običajni odmerek levodope 
Dan 13 Test FAS  
Dan 15 LID manjši odmerek levodope 
Dan 16 KROŽENJE manjši odmerek-zadnjič levodopa 
Preglednica 1. Razpored testiranj znotraj 16- dnevnega vsakodnevnega injiciranja levodope ali FR. 
Standarden odmerek levodope se nanaša na odmerek, ki so ga podgane prve skupine prejemale vsak dan (4.77 
mg/kg TT), manjši odmerek je bil 3.18 mg/kg TT levodope, odmerek benserazida je bil v obeh primerih enak (15 
mg/kg TT). Manjši odmerek smo uporabili pri treh testiranjih LID in pred testiranjem kroženja. LID- z levodopo 
povzročene diskinezije, FAS- forepaw adjusted stepping. 
Tri dni po prenehanju vsakodnevnih injiciranj smo podgane žrtvovali (Shema 3). Na dan 
žrtvovanja smo podgane v vsaki skupini razdelili in prva polovica je 90 minut pred žrtvovanjem 
prejela standarden odmerek levodope, druga skupina pa je 90 minut pred žrtvovanjem prejela 
FR (Preglednica 2). Polovici podganam smo pred žrtvovanjem injicirali levodopo zato, ker se 
c-Fos izraža po akutnih dražljajih (51). Podgane smo evtanazirali s CO2, jih dekapitirali in 
izolirali možgane. Te smo potem zamrznili na suhem ledu, zavili v parafilm in shranili v 
zamrzovalniku na -20 °C. Kasneje smo te možgane na kriomikrotomu narezali na 10 µm tanke 
koronarne rezine, jih nanesli na objektna stekelca in shranili v zamrzovalniku na -20 °C. Takoj 
po dekapitaciji smo podganam odprli še prsni koš in z brizgo izsesali kri iz srca. Kri smo pustili 
na sobni temperaturi 15 minut. Nato smo odvzeto kri centrifugirali na sobni temperaturi 10 
minut s hitrostjo 4000 obratov/ min. Dobljeni serum smo alikvotirali in shranili na -20 °C. Kri 









E2 Levodopa levodopa 6 
E2 levodopa FR  9 
prazni levodopa levodopa 5 
prazni levodopa FR 5 
2. skupina 
 
E2 FR  levodopa 7 
E2 FR  FR 6 
prazni FR  levodopa 6 
prazni FR FR 7 
Preglednica 2. Skupine podgan. Preglednica prikazuje porazdelitev podgan v skupine glede na prejete vsadke 
(prazni ali E2), vsebine vsakodnevnih injiciranj (FR ali levodopa) in vsebine injiciranja pred žrtvovanjem (FR ali 
levodopa). Polovici podganam smo pred žrtvovanjem injicirali levodopo zato, da smo lahko opazovali akutno 




3.2.1.2 Odstranitev jajčnikov- OVX 
Podganam smo odstranili jajčnike z obojestranskim dorzolateralnim pristopom. Podgane smo 
eno uro pred posegom analgezirali z meloksikamom (Meloxidyl, Accord Helathcare Limited, 
Middlesex, Velika Britanija) v odmerku 1 mg/ kg TT. Podgano smo uspavali v kletki z dovodom 
4 % izoflurana s pretokom 1.5 l/ min, dokler ni zaspala. Potem smo koncentracijo izoflurana 
zmanjšali (2.5 % izofluran) in nataknili obrazno masko. Oči smo namazali z mazilom (Tobrex, 
S.A. Alcon-Couvreur N.V., Puurs, Belgija), kirurško polje smo obrili in razkužili z alkoholom. 
Kožni rez smo naredili tik pod rebri in 1 cm ventralno od hrbtenice (vzporedno s hrbtenico). 
Jajčnike smo podvezali in z neresorbilnim šivom naredili vozel ter jih odrezali. Mišično plast 
smo zašili z resorbilnimi šivi, kožo z neresorbilnimi šivi. Nad območje mišičnih šivov smo 
lokalno nakapali 2 ml prokainijevega klorida (Procamidor 20 mg/ ml, Richterpharma, Weis, 
Avstrija). Po operaciji smo dodatno aplicirali analgezijo (zopet meloksikam v enakem 
odmerku) in FR 2 ml/ kg TT podkožno. Med samo operacijo smo z grelno blazinico s povratno 




Slika 2. Odstranitev jajčnikov. (a) Indukcija anestezije. (b) Prerez kožne plasti. (c) Prerez mišične plasti. (d) 
Prikaz jajčnika v notranjosti. (e) Šivanje mišične plasti. (f) Zašita mišična plast z resorbilnimi šivi. (g) Zašita kožna 
plast z neresorbilnimi šivi. (h) Zavarovanje kožne rane s sponkami.  





c                                                            d 
e                                                              f 
g                                                             h 
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3.2.1.3 Priprava vsadkov 
Estradiolske vsadke smo pripravili v sterilnem okolju. Silikonsko cevko (Silastic laboratory 
tubing, 1.47 mm x 1.96 mm, Dow Corning Corporation, ZDA) smo narezali na 1 cm dolge kose 
in jih na eni strani zamašili s silikonskim gelom (Medical Adhesive A-100, Factor II, Inc., ZDA). 
Cevke smo nato napolnili s 5 mg estradiol benzoata (beta-estradiol-3-benzoat, Sigma-E8515, 
Merck, Nemčija) ali pa jih pustili prazne, ter jih še na drugem koncu začepili s silikonskim 
gelom. Vsadke smo dan pred vsaditvijo čez noč pustili v sterilni FR.  
3.2.1.4 Injiciranje 6-OHDA in vsaditev vsadkov 
Poškodbo desne nigrostriatne poti smo naredili s pomočjo stereotaktičnega aparata (Trent 
Wells, South Gate, Kanada). Uporabili smo injekcijsko anestezijo v odmerku 2 ml/ kg TT, 
pripravljeno iz ksilazina 10 mg/ kg (Chanelle Pharmaceuticals, Galway, Irska), ketamina 75 
mg/ kg (Vetoquinol Biowet, Gorzow, Poljska) in FR. Glavo podgane smo vpeli v okvir 
stereotaktičnega aparata s pomočjo ušesnih zatičev. S skalpelom smo sagitalno prerezali 
skalp. V referenčnih točkah smo s svedrom zvrtali luknjico v lobanjo. V desni nigrostriatalni 
snop (anteriorno= 4 mm, lateralno= 1.3 mm, vetralno= 7.3 mm glede na bregmo) smo z 
nerjavečo kanilo vbrizgali 4 µL 6-OHDA. Hitrost injiciranja je bila 1 µl/ min. 6-OHDA (6-
hidroksidopamin hidrobromid, Sigma- Aldrich, St. Louis, ZDA) smo pripravili v koncentraciji 
2 µg/ ml proste baze, raztopljene v 0.02 % raztopini askorbinske kisline. Po končanem 
injiciranju smo pustili kanilo še dve minuti na mestu, jo izvlekli in sneli podgano iz 
stereotaktičnega okvirja. Podgano smo premestili na drugo ogrevano blazino in zašili 
prerezani skalp. Potem smo v področju lopatic s skalpelom prečno na sagitalno ravnino 
naredili kratek kožni rez in s peanom podkožno vstavili vsadke. Kožni rez smo zašili z 
neresorbilnimi šivi in okrepili s sponkami. Podgane smo nato namestili v ogrevane prostore 




Slika 3. Injiciranje 6-OHDA in vstavitev vsadkov. (a) Prikaz stereotaktične in grelne mizice ter sistema za 
injiciranje 6-OHDA. (b) Stereotaktično vstavljena igla. (c) Prikaz področja vstavitve vsadkov. (d) Zašiti kožni rani 
po injiciranju 6-OHDA in vstavitvi vsadkov. (e) Zavarovanje kožnih ran in šivov s sponkami. (f) Stanje po odstranitvi 
sponk po OVX. (g) Postoperativni ogrevan prostor. (h) Stanje ran en teden po posegu. (i) Stanje ran dva tedna po 
posegu, podgana si je sama odstranila sponke. 6-OHDA- 6-hidroksidopamin, OVX- odstranitev jajčnikov.  
  
a                                        b                                        c 
d                                        e                                        f 




Ocenjevanje LID smo opravili pri podganah, ki so vsakodnevno prejemale levodopo z 
benserazidom. V prvi, tretji in peti seansi je podgana prejela nižji odmerek (3,18 mg/ kg 
levodope hidroklorida, 15 mg/ kg benserazida), medtem ko smo za drugo in četrto seanso 
injicirali standarden odmerek (4,77 mg/ kg levodope hidroklorida, 15 mg/ kg TT benserazida). 
Oba odmerka sta bila raztopljena v FR in aplicirana podkožno v odmerku 2 ml/ kg TT. Po 
injiciranju smo podgano postavili v prozorno kletko. Tri ure smo na vsakih 20 minut po eno 
minuto opazovali LID. Vsega skupaj smo v eni seansi opravili devet meritev LID. Meritve so 
sestavljene iz opazovanja treh podvrst LID: nenormalni upogibi trupa (kontralateralni upogibi 
trupa in vratu), nenormalni orolingvalni gibi (stereotipični premiki čeljusti, protruzije jezika), 
nenormalni gibi sprednjih okončin (ponavljajoči se gibi, distonični zgibki) (Slika 4). Za vsako 
meritev smo določili trajanje in amplitudo LID, oboje je sestavljeno od stopenj nič do štiri 
(Preglednica 3). Za vsako izmed treh podvrst LID smo izračunali zmnožek trajanja in amplitude 
in sešteli vse tri zmnožke za skupno oceno LID posamezne meritve. Za eno celotno seanso 
smo izrisali krivuljo skupnih ocen LID za vseh devet meritev in izračunali površino pod krivuljo 
(ang. area- under- the curve, AUC). Celotno metodo apliciranja, ocenjevanja in analize smo 




Slika 4. Prikaz LID. (a) Prisotne so LID trupa z amplitudo 3 in LID okončin z amplitudo 1. (b) Prisotne so LID trupa 
z amplitudo 4 in LID okončin z amplitudo 3. (c) Prisotne so vse tri oblike LID z amplitudo 4. LID- z levodopo 





















  Orolingvalne LID LID trupa LID okončin 
amplituda 1 Redki trzljaji obraznih 
mišic 
vzdrževana drža vratu in trupa 
do kota 30° 
Kroži ali dviguje in spušča 
okončino okoli gobčka 
2 Redki trzljaji obraznih in 
mastikatornih mišic, 
občasno odpiranje ust 
vzdrževana drža vratu in trupa 
med 30° in 60° 
Deloma kontralateralni gibi, 
okončino dviguje od tal do 
gobčka 
3 trzljaji obraznih mišic, 
pogosto odpiranje ust, 
občasna protruzija 
jezika 
Vzdrževana drža vratu in trupa 
med 60° in 90° 
Močno lateralizirani gibi, 
ekstenzija prstov  
4 vzdrževane grimase, 
zapiranje oči, odprta 
usta, protruzija jezika 
Vzdrževana drža vratu in trupa 
več kot 90°, žival ob tem 
izgublja ravnotežje 
Distonična drža z ekstenzijo 
v komolcu in zapestju, prsti 
skrčeni v pest 
trajanje 1 Manj kot 30 s 
2 Več kot 30 s 
3 Celo minuto, vendar plosk rok prekine LID 
4 Celo minuto in plosk rok ne prekine LID 
Preglednica 3. Ocenjevanje LID. Za vse tri podvrste LID so prikazana merila za trajanje in amplitudo. Povzeto po 




3.2.1.6 Test kroženja 
Injciranje agonistov dopaminskih receptorjev D1 ali levodope se izraža s kroženjem 
hmiparkinsonske živali v nasprotni smeri (kontralateralno) od dopaminsko denervirane 
hemisfere in posredno odraža postsinaptično hipersenzitivnost striatalnih nevronov 
neposredne poti (43). Podgane smo posamično postavili v cilinder s premerom 40 cm in jim 
okoli trupa nataknili vrvico, povezano s sistemom za samodejno merjenje kroženja 
(Rotameter, Coulbourn Instruments LLC, Whitehall, Pensilvanija, ZDA) (Slika 5). Potem smo 
podkožno injicirali nižji odmerek levodope. Po dveh urah smo podganam sneli vrvico in jih 
vrnili v kletke.  
 




3.2.1.7 Test FAS 
Test FAS služi za oceno hipobradikinezije. Vsako podgano smo prijeli za zadnji okončini in 
eno sprednjo okončino tako, da je težo podpirala z nasprotno prosto sprednjo okončino (Slika 
6). Podgano smo povlekli preko mize s hitrostjo 100 cm/ 10 s, trikrat v levo in trikrat v desno 
smer. Ob tem smo šteli, koliko korakov je naredila s prosto prednjo okončino. Število vseh 
korakov z okončino, ki ustreza prizadeti hemisferi, smo delili s številom korakov okončine, ki 
so ustrezali zdravi hemisferi in množili s 100. Nižji odstotek predstavlja hujšo hipobradikinezijo 
(157, 158).  
 
Slika 6. Prikaz testa FAS. (a) Podgana podpira težo s sprednjo okončino, ki ustreza kontrolni hemisferi. (b) 
Podgana vleče za sabo sprednjo okončino, ki ustreza prizadeti hemisferi. FAS- ang. forepaw adjusted stepping 
test. 
3.2.1.8 Skrb za blaginjo živali 
Tekom poskusa smo trpljenje podgan skušali zmanjšati na najmanjšo možno stopnjo. V ta 
namen smo injicirali 6-OHDA le enostransko. Podgane smo vsakodnevno pregledovali za 
znake bolečin ali bolezni (Preglednica 4) in jim enkrat tedensko merili telesno težo. Za vsak 
operativni poseg smo uporabili anestezijski protokol (Preglednica  5). 














3.2.2 Imunohistokemični del 
Za določitev uspešnosti injiciranja 6-OHDA in posledično propada dopaminskih nevronov smo 
uporabili imunohistokemično označevanje encima tirozin hidroksilaze (TH) (Preglednica 6) na 
možganskih rezinah, ki so zajemale področje SN. Z metodo relativne optične gostote smo 
ocenili gostoto imunohistokemično označenega proteina v zdravi in okvarjeni SN in ocenili 
odstotek propada dopaminskih nevronov glede na zdravo hemisfero. 
Za ugotavljanje plastičnih sprememb projekcijskih nevronov striatuma smo si izbrali izražanje 
proteinov dveh genov zgodnjega odgovora. ΔFosB se uporablja kot označevalec LID in c-Fos 
kot označevalec povečane občutljivosti postsinaptičnih striatalnih nevronov (159). Prav tako 
smo uporabili metodo imunohistokemije s protitelesi (Preglednica 6) in samodejno šteli 
obarvane celice pod 10x povečavo. Izbrali smo si področja velikosti 2.5 mm2 v medialnem in 
lateralnem delu rostralnega striatuma ter v medialnem in lateralnem delu kavdalnega 
striatuma na strani injiciranja 6-OHDA ter enaka štiri področja v zdravi hemisferi (Shema 4). 
Za več področij smo se odločili, ker nas je zanimalo, ali bo učinek E2 različen med področjii, 
saj nekatere študije poročajo o večjem izražanju ΔFosB v lateralnih delih striatuma (67).  
Z metodo encimske imunoadsorbcijske preiskave (ang. Enzyme-Linked ImmunoSorbent 
Assay, ELISA) smo določili koncentracijo E2 v serumu. 
 
Shema 4. Področja v striatumu, kjer smo ocenjevali izražanje proteinov c-Fos in ΔFosB. Medialni in lateralni 
del rostralnega striatuma (1 mm pred bregmo, levo) ter dorzalnega striatuma (0.4 mm za bregmo, desno). Področja 
so označena z zeleno barvo in prikazana v merilu. Shema je prirejena po Paxinos (160).  
3.2.2.1 Kromogena imunohistokemična detekcija proteinov v možganskih rezinah 
Zamrznjene možganske rezine na objektnih stekelcih smo 5 min fiksirali v mrzlem metanolu 
(-20 °C) ter še dodatnih 15 min v mrzlem metanolu z dodatkom 1 % H2O2. Zatem smo 
možganske rezine inkubirali na sobni temperaturi eno uro v pufru KPBS, v katerem so bili 
raztopljeni 4 % neimun serum (za tirozin hidroksilazo in ΔFosB smo uporabili konjski serum, 
za c-Fos kozji serum (Vector Laboratories, Burlingame, Kalifornija, ZDA)), 1 % goveji serumski 
albumin (ang. bovine serum albumin- BSA, Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, ZDA) in 0,4 % 
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Triton X-100 (Sigma-Aldrich). Sledila je inkubacija s primarnimi protitelesi v pufru KPBS z 1 % 
BSA, 0,4 % Triton X-100 in 1 % neimunim serumomom v vlažni komori 120 min na sobni 
temperaturi. Zatem smo možganske rezine inkubirali z biotiniliranimi sekundarnimi protitelesi 
(pripravljenimi v pufru KPBS z 1 % BSA) na sobni temperaturi 90 min. Prvi del vizualizacije 
vezave sekundarnih protiteles je bila inkubacija z ABC- HRP raztopino (ABC elite standard 
kit, Vector laboratories) na sobni temperaturi 30 min. ABC komplet sestavljajo proste molekule 
avidina in biotinilirani encimi hrenovih preoksidaz. Zatem smo 10 minut inkubirali možganske 
rezine s 3'3-diaminobenzidom (DAB, Sigma-Aldrich), ki je substrat encima hrenove 
peroksidaze. Možganske rezine smo potem dehidrirali z naraščujočo koncentracijo etanolov 
(70 %, 95 %, 100 % etanol) in zbistrili v ksilolu (Carlo Erba reagents SAS, Val de Reuil, 
Francija). Nato smo jih pokrili s hidrofobnim pokrivnim medijem DPX (Sigma-Aldrich) in 
krovnim stekelcem. 
Negativne imunohistokemične kontrole smo inkubirali v primarni nosilni raztopini brez 
primarnih protilteles. 
Primarno protitelo; razredčitev Sekundarno protitelo; razredčitev 
Mišje monoklonalno protitelo proti TH (T2928, 
Merck, Nemčija); 1:750 
Konjsko protitelo, ki prepozna mišje antigene, 
konjugirano z biotinom (BA-2001, Vector laboratories, 
Burlingame, Kalifornija, ZDA); 1:750 
Kunčje poliklonalno protitelo proti c-Fos (ABE457, 
Merck, Nemčija); 1:1000 
Kozje protitelo, ki prepozna kunčje antigene, 
konjugirano z biotinom (BA-1000, Vector 
Laboratories, Burlingame, Kalifornija, ZDA); 1:500 
Mišje monoklonalno protitelo proti FosB (AB11959, 
Abcam, Cambridge, Velika Britanija); 1:1000 
Konjsko protitelo, ki prepozna mišje antigene, 
konjugirano z biotinom (BA-2001, Vector Laboratories 
Burlingame, Kalifornija, ZDA); 1:200 
Preglednica 6. Seznam in razredčitve protiteles, ki smo jih uporabili za kromogeno imunohistokemično 
detekcijo. 
3.2.2.2 Denzitometrična analiza imunohistokemičnega signala v možganskih rezinah 
Krovna stekla z imunohistokemično označenim encimom tirozin hidroksilaza smo postavili na 
transiluminator z belo svetlobo (model Northern LightB90, Imaging research, St. Catherines, 
Ontario, Kanada). Posamezne možganske rezine smo posneli s kamero CoolSNAP 
(Photometrics, Tuscon, Arizona, ZDA). Slike smo shranili v programu za analizo slike MCID 
(Elite MCID 6.0, Imaging research, St. Catharine's, Ontario, Kanada), ki video signal 
digitalizira v 8-bitno črno-belo sliko in ji priredi 256 odtenkov sivine. Večja potemnitev pomeni 
višja stopnja kromogeno označenega proteina. Za vsako podgano smo slikali tri sosednje 
možganske rezine. Slike vseh podgan smo posneli ob enakih nastavitvah objektiva in 
svetlobnih razmerah. Analizo smo opravili v programu Fiji (161). Na vsaki možganski rezini 
smo v obeh hemisferah obkrožili enako veliko področje, ki je obsegalo SN, ter enako veliko 
področje kaloznega korpusa, ki je predstavljalo ozadje. Program je za vsako izbrano območje 
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izračunal povprečni odtenek sivine. Optično gostoto (ang. optical density- OD) smo potem 
izračunali kot OD= log10 (
256
𝑝𝑜𝑣𝑝𝑟𝑒č𝑛𝑎 𝑠𝑖𝑣𝑖𝑛𝑎
), kjer vrednost 256 predstavlja največjo vrednost 
sivine. Pridobljenim vrednostim za SN smo odšteli še vrednosti ozadja. Vrednosti OD za SN 
smo potem izrazili kot odstotek na strani lezije glede na kontrolno hemisfero. 
3.2.2.3 Avtomatsko štetje imunohistokemično označenih celic 
Možganske rezine z imunohistokemično označenima proteinoma ΔFosB in c-Fos smo 
poslikali z mikroskopom Olympus IX81 pri 10x povečavi, povezanim s kamero Olympus DP71 
(Olympus Life Sciences, Tokio, Japonska). Slike smo analizirali s programom Fiji (161). Vse 
slike smo najprej pretvorili v 8-bitne črno-bele slike in ji priredili 256 odstotkov sivine. Potem 
smo nastavili parametre, s katerimi smo definirali kromogeno označene celice, da jih je 
program Fiji lahko samodejno preštel. Določili smo najmanjšo in največjo velikost (da smo 
izločili artefakte) ter najnižji odtenek sivine, ki smo ga določili kot še pozitivno kromogeno 
obarvanje celic. Slednjega smo določili tako, da smo primerjali rezultate s kontrolami, kjer smo 
inkubirali možganske rezine brez primarnih protiteles. Vrednosti pod to mejo so bile na podlagi 
kontrolnih stekelc definirane kot ozadje. Za vsak rezultat smo še sami preverili, da program ni 
česa spregledal ali po nepotrebnem štel (program na izbrani sliki označi, kaj je štel kot 
zadetek). Program je potem podal število zadetkov, ki so ustrezali našim merilom, za vsako 
sliko posebej. 
3.2.2.4 Določitev koncentracije E2 v plazmi  
Za določitev koncentracije E2 v serumu smo uporabili avtomatizirano 
elektrokemiluminiscenčno preiskavo z mejo detekcije 18 pmol/ l (Cobas e411 analyzer, Roche 
Diagnostics, Mannheim, Nemčija). Uporabli smo reagent Estradiol G3 Elecsys cobas e 100 
(Roche Diagnostics) in kalibrator Estradiol G3 CS Elecsys (Roche Diagnostics).  
3.2.3 Statistična analiza 
Ker se LID ocenjuje stopenjsko, smo v analizah za LID uporabili neparametrične teste. Za 
vsako seanso LID smo primerjali skupini s praznimi in E2 vsadki s testom Mann-Whitney 
(primerjali smo le podgane znotraj prve skupine, ker so le te prejemale vsakodnevno levodopo 
in smo le pri njih ocenjevali LID).  
Za testiranje razlik v kroženju po levodopi in testu FAS smo uporabili ANOVO s faktorjema 
skupina (vsebina vsakodnevnih injiciranj) in vsadek (prazni ali z E2) za neodvisne skupine ter 
faktorjem čas za ponovljene meritve. 
Za oceno propada dopaminskih nevronov in vsebnost E2 smo prav tako uporabili ANOVO s 




Pri analizi ΔFosB in c-Fos smo primerjali izražanje v kontrolni in dopaminsko denervirani 
hemisferi pri podganah z vsakodnevnimi injiciranji FR (druga skupina) in posebej pri podganah 
z vsakodnevnimi injiciranji levodope (prva skupina). Uporabili smo faktorje vsadek in konec za 
neodvisne skupine ter faktor hemisfera za ponovljene meritve. Analizirali smo vsako področje 
posebej, da smo se izognili četrtemu faktorju (področje), kar bi lahko otežilo interpretacijo in 





4.1 Klinična študija 
4.1.1 Demografski podatki in ocena motoričnih in nemotoričnih znakov in 
simptomov 
Pri pacientih s PB nismo našli razlik med spoloma v starosti ob postavitvi diagnoze, trajanju 
simptomov in motorični prizadetosti (Preglednica 7). Trajanje simptomov je značilno koreliralo 
z oceno MDS-UPDRS (rs=0.52, p<0.001). Nismo našli razlik v starosti med pacienti (M=63.7, 
SD=10.7) in ZP (M=60.3, SD=10.1) (p=0.206) ali v distribuciji spola med pacienti in ZP 
(χ2(1)=0.61, p=0.603). 
 SPOL M SD t  df p  
Starost ob diagnozi (leta) moški 63.3 9.37  
ženske 64.2 12.2 0.27 39 0.793 
Trajanje simptomov (meseci) moški 19.5 11.7  
ženske 22.8 17.5 0.71 39 0.485 
MDS-UPDRS ocena moški 20.1 9.61  
ženske 26.2 16.7 1.35 39 0.190 
Preglednica 7. Spolne razlike med 41 pacienti v demografskih kazalcih in motoričnih znakih PB. Podatki so 
predstavljeni kot povprečje (M) in standardni odklon (SD) za vsak spol posebej. Podane so vrednosti t, stopnje 
prostosti (df) in p vrednosti za vsak t-test. 
Dodatno nismo našli razlik med spoloma pri nemotoričnih znakih in simptomih PB (Lestvica 
spanja pri bolnikih s PB (p=0.501), Montrealska lestvica spoznavnih sposobnosti (p=0.781), 
Beckov vprašalnik razpoloženja (p=0.186), Lestvica nemotoričnih simptomov PB (p=0.161) in 
Starksteinova lestvica apatije (p=0.698)). 
Prav tako nismo našli razlik med spoloma pri pacientih s PB v frekvenci (p=0.11) in moči 
(p=0.6) tremorja v mirovanju, v frekvenci (p=0.319) in moči (p=0.525) tremorja v predročenju 





4.1.2 Kortikalna vzdražnost in protokol plastičnosti 
4.1.2.1 Zdravi preiskovanci 
Pri ZP nismo našli razlik med hemisferama (Preglednica 8) in med spoloma (Preglednica 9) v 
meritvah kortikalne vzdražnosti ali odgovora na protokol PAS25. 
Meritev TMS DOM hemisfera ne-DOM hemisfera 
M SD M SD t/F (df) p  
Mot. prag v 
mirovanju 
51.7 10.3 50.1 9.03 0.61 (8) 0.560 
Mot. prag v 
aktivnosti 
43.2 8.69 41.7 7.25 0.69 (8) 0.512 
Krivulja vzdražnosti 
(log10(x+1) 
0.25 0.085 0.23 0.12 0.12 (1,9) 0.741 
Kortikalna tiha 
perioda 









0.51 0.16 0.55 0.18 0.85 (1,8) 0.422 
Učinek PAS25 na 
1mV MEPe 
1.19 0.41 1.29 0.34 1.369 (1,9) 0.272 
Preglednica 8. Interhemisferne razlike pri desetih ZP. Podatki so predstavljeni kot povprečje (M) in standardni 
odklon (SD) za vsako hemisfero posebej. Podane so vrednosti t ali F, stopnje prostosti (df) in p vrednosti za vsak 






meritev TMS moški DOM ženske DOM 
M SD M SD t/F (df) p  
Mot. prag v 
mirovanju 
46.8 10.4 48.5 8.71 0.17 (1,19) 0.685 
Mot. prag v 
aktivnosti 
38.7 8.73 40.3 7.79 0.21 (1,19) 0.650 
Krivulja vzdražnosti 
(log10(x+1) 
0.286 0.15 0.244 0.13 1.07 (1,21) 0.312 
Kortikalna tiha 
perioda 









0.54 0.26 0.47 0.22 1.04 (1,21) 0.319 
Učinek PAS25 na 
1mV MEPe 
1.28 0.72 1.36 0.63 0.16 (1,21) 0.698 
Preglednica 9. Spolne razlike pri 23 ZP. Podatki so predstavljeni kot povprečje (M) in standardni odklon (SD) za 





4.1.2.2 Pacienti s PB 
Motorični prag v mirovanju in aktivnosti 
Pri pacientih s PB je ANOVA za motorični prag v mirovanju razkrila značilno interakcijo 
hemisfera x spol (F(1,39)=3.86; p=0.05). Prag je bil nižji v BP v primerjavi z MP hemisfero pri 
moških (p=0.024), medtem ko pri ženskah nismo našli interhemisfernih razlik (p=0.62). Za 
motorični prag v aktivnosti je ANOVA pokazala značilen učinek faktorja hemisfera 
(F(1,38)=5.51; p=0.024) in interakcije hemisfera x spol (F(1,38)=6.59; p=0.014). Moški so 
ponovno imeli nižji prag v BP kot v MP hemisferi (p=0.001), pri ženskah nismo našli 
interhemisfernih razlik (p=0.883) (Graf 1).  
Pri primerjavi BP ali MP hemisfere pacientov in DOM hemisfere ZP nismo našli značilnih razlik. 
 
Graf 1. Motorična pragova pri 41 pacientih s PB in 23 ZP. Motorična pragova v mirovanju in aktivnosti sta za 
paciente podana v obeh hemisferah, za ZP je predstavljena le DOM hemisfera. Ena * predstavlja vrednost p=0.024, 




Pri pacientih s PB je ANOVA pokazala značilen učinek fakorja intenziteta (F(9,342)=156; 
p<0.001), saj so MEPi naraščali z večanjem intenzitete stimulacije (Graf 2). 
Pri primerjavi BP ali MP hemisfere pacientov in DOM hemisfere ZP nismo našli značilnih razlik 
razen ponovnega značilnega učinka intenzitete. 
 
Graf 2. Krivulja vzdražnosti pri 41 pacientih s PB in 23 ZP. S povečevanjem intenzitete so se značilno povečali 
tudi MEPi. BP- bolj prizadeta, MP-manj prizadeta hemisfera, DOM- dominantna hemisfera, ZP- zdravi preiskovanci. 
Kortikalna tiha perioda 
ANOVA ni pokazala nobenih značilnih učinkov faktorjev ali interakcij pri analizi pacientov s 
PB. Dodatno ni bilo nobenih značilnih učinkov faktorjev ali interakcij tudi pri primerjavi BP ali 




Kratkointervalna intrakortikalna inhibicija 
Za kratkointervalno intrakortikalno inhibicijo smo podatke (log10(x +1)) transformirali, da smo 
dobili normalno razporeditev. Za paciente je ANOVA pokazala značilen učinek faktorja spol 
(F(1,37)=5.89; p=0.02), saj so imele ženske pacientke bolj učinkovito inhibicijo v primerjavi z  
moškimi. Tudi hemisfera je imela značilen učinek (F(1,37)=11.5; p=0.002), saj je biIa inhibicija 
bolj ohranjena v MP hemisferi. Dodatno je bil tudi faktor isi značilen (F(2,74)=6.36; p=0.003). 
Inhibicija je bila bolj izražena pri 2 ms v primerjavi s 3 ms in 4 ms (p=0.034 in p=0.003) (Graf 
3). Statistično značilnih interakcij nismo našli.  
Pri primerjavi BP hemisfere pacientov in DOM hemisfere ZP, je ANOVA pokazala značilen 
učinek spola (F(1,58)=4.8; p=0.032) in pričakovan učinek faktorja isi (F(2,116)=15.8; 
p<0.001). Ženske so imele bolj učinkovito inhibicijo kot moški ne glede na status bolezni.  
Pri primerjavi MP hemisfere pacientov in DOM hemisfere ZP, so imeli značilen učinek faktorji 
spol (F(1,58)=8.06; p=0.006), bolezen (F(1,58)=5.81; p=0.019) ter isi (F(2,116)=18; p<0.001). 
Ženske so imele ponovno bolj učinkovito inhibicijo kot moški in pacienti so imeli na MP 
hemisferi bolj učinkovito inhibicijo kot ZP.  
 
Graf 3. Kratkointervalna intrakortikalna inhibicija pri 41 pacientih s PB in 23 ZP. MEP za posamezen 
interstimulusni interval (2 ms, 3 ms in 4 ms) je izražen kot razmerje na nepogojen MEP. Ženske (pacientke in ZP) 
so imele bolj ohranjeno inhibicijo kot moški (pacienti in ZP). Podatki so predstavljeni kot povprečje s standardnim 






Pri analizi pacientov s PB nismo odkili značilnih učinkov faktorjev ali interakcij. 
Prav tako ni bilo značilnih učinkov pri primerjavi BP hemisfere pacientov in DOM hemisfere 
ZP. Pri primerjavi MP hemisfere pacientov in DOM hemisfere ZP, je bil faktor bolezen značilen 
(F(1,58)=3.99; p=0.05). Pacienti s PB so imeli slabšo facilitacijo na MP hemisferi v primerjavi 
z ZP. 
 
Graf 4. Intrakortikalna facilitacija pri 41 pacientih s PB in 23 ZP. Podatki so predstavljeni za obe hemisferi 
moških in ženskih pacientov in DOM hemisfero ZP. * predstavlja značilno boljšo facilitacijo DOM hemisfere ZP v 




Odgovor na protokol plastičnosti PAS25 
Pri odgovoru na PAS25 je analiza pacientov pokazala značilen učinek faktorja hemisfera 
(F(1,39)=5.12; p=0.029) zaradi večjega učinka v MP v primerjavi z BP hemisfero. Dodatno je 
bila značilna interakcija mišica x spol (F(1,39)=4.56; p=0.039). Učinek protokola PAS25 je bil 
odvisen od pacientovega spola: MEP so bili višji v mišici ADM v primerjavi z mišico APB pri 
moških, medtem ko je bil učinek pri ženskah ravno obraten (Graf 5). 
Pri primerjavi BP ali MP hemisfere pacientov z DOM hemisfero ZP nismo našli značilnih razlik.  
 
Graf 5. Odgovor na protokol plastičnosti PAS25 pri 41 pacientih s PB in 23 ZP. Povprečna amplituda MEPov 
po protokolu PAS25 je prikazana kot razmerje glede na vrednost MEPov pred protokolom PAS25. Fiziološki 
odgovor je viden pri ženskih pacientkah in ZP, kjer je odziv večji v mišici APB v primerjavi z ADM. Ta učinek je 
ravno obraten pri moških pacientih, posebno v manj prizadeti hemisferi (svetlo modra stolpca). ADM- abductor 
digiti minimi; APB- abductor pollicis brevis; DOM- dominantna hemisfera, BP- bolj prizadeta, MP-manj prizadeta 





4.2 Predklinična študija 
Iz končnih analiz smo izločili podgane, pri katerih je bil odstotek propada dopaminskih 
nevronov glede na zdravo hemisfero manjši od 75 % (podgane ž39, ž41, ž42, ž54, ž62, ž70). 
Prav tako smo izločili podgano ž50, pri kateri nismo uspešno odstranili jajčnikov (ugotovljeno 
po pregledu tkiva po žrtvovanju in ravni hormonov v krvi). Podgana ž33 je bila že pred 
začetkom poskusa odstranjena, ker je kazala znake agresije in močno odpadanje dlak. 
4.2.1 Vedenjski del 
4.2.1.1 Ocena LID 
Nekatere podgane v prvi skupini kljub uspešnemu propadu dopaminskih nevronov in 
vsakodnevni aplikaciji levodope z benserazidom niso razvile LID in smo jih zato izključili iz 
analiz (podgane ž18, ž19, ž29, ž37 in ž43) (Graf 6). V analizo smo vključili le tiste, ki so razvile 
LID amplitude ocenjene vsaj s stopnjo dve.  
 
Graf 6. Prikaz AUC za vseh pet seans ocenjevanja LID pri podganah prve skupine. S svetlozeleno barvo so 
označene meritve LID, kjer smo uporabili nižji odmerek levodope. AUC- area-under-the curve, LID- z levodopo 
povzročene diskinezije. 
Pri primerjavi podgan s praznimi in E2 vsadki za vsako posamično seanso LID je test Mann-
Whitney pokazal statistično značilen učinek E2 pri testiranju v seansi 4 (U=115, p=0.026) in 
trend v seansi 2 (U=107, p=0.076). V seansi 1 (U=67.5, p=0.676), seansi 3 (U=85, p=0.579) 




Graf 7. AUC za vseh pet seans ocenjevanja LID za 25 podgan prve skupine. Z rumeno barvo so prikazane 
podgane z E2 impantati (n=15), z modro podgane s praznimi vsadki (n=10). Značilne razlike so označene z 
zvezdico, trend s trikotnikom. 
Dodatna analiza je pokazala, da so podgane z E2 vsadki imele daljše trajanje LID v vseh 
seansah razen v prvi (LID1- U=69, p=0.765; LID2- U=109, p=0.047; LID3 U=114, p=0.018; 
LID4- U=118, p=0.011; LID5- U=112, p=0.033) (Graf 8a). Nismo našli razlik med vsadki v 
največji amplitudi LID (LID1- U=64.5, p=0.558; LID2- U=88, p=0.470; LID3- U=47.5, p=978; 
LID4- U=101, p=0.140; LID5- U=74.5, p=0.978) (Graf 8b). 
 
Graf 8. Prikaz (a) trajanja LID in (b) največjega zmnožka LID v posamezni seansi za vseh pet seans 
ocenjevanja LID za 25 podgan prve skupine. Z rumeno barvo so prikazane podgane z E2 impantati (n=15), z 
modro podgane s praznimi vsadki (n=10). Značilne razlike so označene z zvezdico. 
4.2.1.2 Kroženje 
Prisotnost E2 ni značilno vplivala na rezultate kroženja po levodopi. Na število kontralateralnih 
obratov sta vplivala faktorja skupina (F(1,40)=6.67, p=0.014) in čas (F(1,40)=18.9, p<0.001). 
V prvi skupini (M=397, SD=202) je bilo število obratov večje kot v drugi skupini (M=178, 
a      b 
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SD=98). Prav tako je bilo manj kroženj v prvem testiranju (M=154, SD=77) v primerjavi z 
drugim testiranjem (M=421, SD=101).  
4.2.1.3 Test FAS 
Prisotnost E2 ni vplivala na stopnjo hipobradikinezije. Značilen učinek sta imela faktorja čas 
(F(1,44)=9.46, p=0.004) in skupina (F(1,44)=9.66, p=0.003). Podgane so se bolje odrezale v 
drugi (M=34.9, SD=28.4) kot v prvi meritvi (M=21, SD=17.1). Podgane prve skupine so bile 
motorično manj prizadete (M=35.3, SD=17.1) kot podgane druge skupine (M=20.5, SD=15.1). 
4.2.1.4 Telesna teža 
Na začetku poskusa se skupine podgan niso razlikovale po telesni teži (vsadek F(1,50)=0.321, 
p=0.574, skupina F(1,50)=3.314, p=0.075, vsadek x skupina F(1,50)=0.216, p=0.644). 
Tekom poskusa so na telesno težo značilno vplivali faktorji vsadek (F(1,46)=3.975, p=0.05), 
čas (F(6,276)=87.942, p<0.01), čas x vsadek (F(6,276)=23.702, p<0.01) ter čas x skupina 
(F(6,276)=3.502, p=0.002). Vsem podganam je bilo skupno močno pridobivanje teže po OVX 
in padec teže po injiciranju 6-OHDA. Po injiciranju 6-OHDA so podgane s praznimi vsadki 
uspele zadržati več telesne teže kot podgane z E2 vsadki v četrtem (p=0.01), petem 
(p=0.003), šestem (p=0.001) in sedmem tednu (p<0.001) (Graf 9). 
 
Graf 9. Prikaz telesnih tež poskusnih podgan in značilne interakcije vsadek x čas. Rumena barva prikazuje 
podgane z E2 vsadki (n=28), modra barva podgane s praznimi vsadki (n=23). Značilne razlike med vsadki so 




Pri interakciji skupina x čas vsebina vsakodnevnih injiciranj (levodopa ali FR) ni vplivala na 
telesno težo, značilna interakcija je nastala zaradi spreminjanja teže v času znotraj vsake 
skupine (Graf 10). 
Graf 10. Prikaz telesnih tež poskusnih podgan in značilne interakcije skupina x čas. Polna zelena barva 
prikazuje prvo skupino podgan (vsakodnevno injiciranje levodope) (n=25), prekinjena zelena črta drugo skupino 




4.2.2 Imunohistokemična analiza 
4.2.2.1 Propad dopaminskih nevronov 
Skupine podgan se niso statistično značilno razlikovale v obsegu propada dopaminskih 
nigrostriatalnih nevronov (Preglednica 10). 
 vsadki 16 dni injiciranja žrtvovanje M SD n 
1. skupina 
 
E2 Levodopa levodopa 90.6 5.78 6 
E2 levodopa FR 87.4 5.84 9 
prazni levodopa levodopa 86.5 6.47 5 
prazni levodopa FR 93.3 4.12 5 
2. skupina 
 
E2 FR levodopa 93.5 6.19 7 
E2 FR FR 89.2 6.84 6 
prazni FR levodopa 88.2 6.07 6 
prazni FR FR 86.3 8.16 7 
Preglednica 10. Odstotek propadlih dopaminskih nevronov glede na zdravo hemisfero. Podatki so 
predstavljeni kot povprečje (M) s standardnim odklonom (SD). n- število podgan vključenih v končno analizo. 
 
Slika 7. Prikaz propada dopaminskih nevronov v SN po injiciranju 6-OHDA. Sliki prikazujeta kromogeno 
imunohistokemično barvanje na encim tirozin hidroksilaza, sliki sta prirejeni v 256 odtenkov sivine. a) Uspešen 
propad dopaminskih nevronov. b) Neuspešen propad dopaminskih nevronov. SN-substantia nigra. 
4.2.2.2 Vsebnost E2 v serumu podgan 
Vsebnosti E2 v serumih podgan so bile pričakovano višje pri podganah z E2 (M=261 ng/l, SD= 
72.4) kot s praznimi (M=9.39 ng/l, SD=72.8) vsadki (F(1,47)=140, p<0.001). Drugi faktorji ali 
interakcije niso imeli značilnega učinka. 
  
a                                                                          b 
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4.2.2.3 Izražanje ΔFosB in c-Fos 
 
Slika 8. Prikaz imunohistokemičnega označevanja za protein ΔFosB. Na slikah je prikazan lateralni del 
rostralnega striatuma. Protein ΔFosB je obarvan temno rjavo. Z  malo začetnico so označeni rezultati podgan, ki 
so vsakodnevno prejemale FR in  z veliko začetnico podgan, ki so prejemale levodopo. a- striatum podgane s 
praznim vsadkom, ki je prejemala FR, dopaminsko denerviran striatum. a'- kontrolna hemisfera iste podgane. b- 
striatum podgane z E2 vsadkom, ki je vsakodnevno prejemala FR. b'- kontrolna hemisfera iste podgane. A- striatum 
podgane s praznim vsadkom, ki je prejemala levodopo, dopaminsko denerviran striatum. A'- kontrolna hemisfera 
iste podgane. B- striatum podgane z E2 vsadkom, ki je vsakodnevno prejemala levodopo. B'- kontrolna hemisfera 
iste podgane. Merilo: 500 µm. 
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Slika 9. Prikaz imunohistokemičnega označevanja za protein c-Fos. Na slikah je prikazan lateralni del 
rostralnega striatuma. Protein c-Fos je obarvan temno rjavo. Z  malo začetnico so označeni rezultati podgan, ki so 
vsakodnevno prejemale FR in  z veliko začetnico podgan, ki so prejemale levodopo. Pri prikazu v Sliki 9 smo 
uporabili le slike striatumov podgan, ki so za zadnje injiciranje pred žrtvovanjem prejele levodopo. a- striatum 
podgane s praznim vsadkom, ki je prejemala FR, dopaminsko denerviran striatum. a'- kontrolna hemisfera iste 
podgane. b- striatum podgane z E2 vsadkom, ki je vsakodnevno prejemala FR. b'- kontrolna hemisfera iste 
podgane. A- striatum podgane s praznim vsadkom, ki je prejemala levodopo, dopaminsko denerviran striatum. A'- 
kontrolna hemisfera iste podgane. B- striatum podgane z E2 vsadkom, ki je vsakodnevno prejemala levodopo. B'- 
kontrolna hemisfera iste podgane. Merilo: 500 µm. 
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Druga skupina podgan- vsakodnevno injiciranje FR 
V obeh rostralnih področjih in kavdalnem medialnem področju striatuma, je ANOVA pokazala 
statistično značilne učinke faktorjev vsadek, hemisfera ter interakcije hemisfera x vsadek na 
izražanje ΔFosB. Pri obeh vrstah vsadkov so imele podgane na dopaminsko denervirani strani 
večje izražanje ΔFosB kot v kontrolni hemisferi (Graf 11, oznaki a). Dodatno so imele podgane 
z E2 vsadki manjše izražanje ΔFosB (Graf 11, oznaki b).  
 
Graf 11. Prikaz izražanja ΔFosB v rostralnem lateralnem striatumu pri 26 podganah z 
vsakodnevnim injiciranjem FR (druga skupina). Levi del grafa predstavlja dopaminsko 
denerviran striatum, desni del grafa kontrolno hemisfero. Modra barva predstavlja podgane s 
praznimi vsadki, rumena barva podgane z E2 vsadki. Pikčasti vzorec predstavlja končno 
injiciranje s FR pred žrtvovanjem, polna barva predstavlja levodopo kot zadnje injiciranje pred 
žrtvovanjem. Tako pri E2 kot pri praznih vsadkih je višje izražanje v dopaminsko denerviranem 
striatumu (pri obeh vrstah vsadkov p<0.001; oznaki a). Pri podganah z E2 vsadki je bilo nižje 
izražanje ΔFosB kot pri podganah s praznimi vsadki v denerviranem striatumu (p=0.006) in v 





Pri analizi izražanja proteina c-Fos smo podatke spremenili s funkcijo log10 (x + 1). Za izražanje 
c-Fos je ANOVA v istih področjih striatuma pokazala značilne učinke faktorjev vsadek, 
hemisfera, konec ter interakcij hemisfera x vsadek in hemisfera x konec. Pri obeh vrstah 
vsadkov je bilo večje izražanje c-Fos v dopaminsko denervirani hemisferi. V dopaminsko 
denervirani hemisferi je E2 značilno znižal raven c-Fos (Graf 12, oznaka b). V obeh 
hemisferah je bilo višje izražanje c-Fos, če smo za zadnje injiciranje pred žrtvovanjem 
uporabili levodopo (Graf 12, oznaka c).  
 
Graf 12. Prikaz izražanja c-Fos v rostralnem lateralnem striatumu pri 26 podganah z 
vsakodnevnim injiciranjem FR (druga skupina). Levi del grafa predstavlja dopaminsko 
denerviran striatum, desni del grafa kontrolno hemisfero. Modra barva predstavlja podgane s 
praznimi vsadki, rumena barva podgane z E2 vsadki. Pikčasti vzorec predstavlja končno 
injiciranje pred žrtvovanjem s FR, polna barva predstavlja levodopo kot zadnje injiciranje pred 
žrtvovanjem. Tako pri praznih kot pri E2 vsadkih je bilo višje izražanje c-Fos v dopaminsko 
denerviranem striatumu (p<0.001) (ni označeno). V dopaminsko denerviranem striatumu je 
E2 znižal izražanje c-Fos (p<0.001; oznaka b), razlik med vsadki ni bilo v kontrolni hemisferi 
(p=0.541). Po aplikaciji levodope pred žrtvovanjem je bilo višje izražanje c-Fos tako v 
denerviranem striatumu (p<0.001) kot v kontrolni hemisferi (p=0.003) (oznaki c). Podatki so 
predstavljeni kot povprečje s standardnim odklonom, za analizo smo uporabili s funkcijo log10 







V kavdalnem lateralnem delu striatuma je na izražanje ΔFosB značilno vplivala le hemisfera 
(F(1,21)=442, p<0.001). Izražanje je bilo večje v dopaminsko denervirani hemisferi (M=719, 
SD=178) kot v kontrolni hemisferi (M=34.7, SD=24.1). Na izražanje c-Fos so vplivali faktorji 
konec (F(1,20)=340, p=0.001), hemisfera (F(1,20)=168, p<0.001) ter interakcija hemisfera x 
konec (F(1,20)=116, p<0.001). V dopaminski denervirani in kontrolni hemisferi je bilo večje 
izražanje c-Fos po injiciranju levodope kot po injiciranju FR (p<0.001 in p=0.014). Dodatno je 
bilo po injiciranju levodope večje izražanje v dopaminsko denervirani hemisferi (p< 0.001), po 




Prva skupina podgan- vsakodnevno injiciranje levodope 
V rostralnem medialnem in kavdalnem lateralnem delu striatuma sta na izražanje ΔFosB 
značilno vplivala faktorja vsadek in hemisfera. Izražanje je bilo značilno večje v dopaminsko 
denervirani hemisferi (Graf 13, oznaka a) in pri podganah z E2 vsadki (Graf 14, oznaka b). 
 
Graf 13. Prikaz izražanja ΔFosB v rostralnem medialnem striatumu pri 25 podganah z 
vsakodnevnim injiciranjem levodope (pva skupina). Levi del grafa predstavlja dopaminsko 
denerviran striatum, desni del grafa kontrolno hemisfero. Modra barva predstavlja podgane s 
praznimi vsadki, rumena barva podgane z E2 vsadki. Pikčasti vzorec predstavlja končno 
injiciranje pred žrtvovanjem s FR, polna barva predstavlja levodopo kot zadnje injiciranje pred 
žrtvovanjem. Ne glede na hemisfero ali vsebino zadnjega injiciranja je bilo izražanje ΔFosB 
višje pri podganah z E2 vsadki (p=0.01; oznaka b). Ne glede na vsebino zadnjega injiciranja 
ali vrsto vsadkov je bilo višje izražanje ΔFosB v dopaminsko denerviranem striatumu (p<0.001; 




V rostralnem lateralnem delu striatuma so na izražanje ΔFosB značilno vplivali hemisfera 
(F(1,21)=1298, p<0.001), vsadek (F(1,21)=8.24, p=0.008) in interakcija hemisfera x vsadek 
(F(1,21)=11.6, p=0.003). Pri obeh vrstah vsadkov je bilo izražanje večje na dopaminsko 
denervirani strani (p<0.001) (Graf 15, oznaki a). V dopaminsko denervirani hemisferi je E2 
povečal izražanje ΔFosB (p<0.001) (Graf 15, oznaka b). 
 
Graf 14. prikaz izražanja ΔFosB v rostralnem lateralnem striatumu pri 25 podganah z 
vsakodnevnim injiciranjem levodope (prva skupina). Levi del grafa predstavlja 
dopaminsko denerviran striatum, desni del grafa kontrolno hemisfero. Modra barva predstavlja 
podgane s praznimi vsadki, rumena barva podgana z E2 vsadki. Pikčasti vzorec predstavlja 
končno injiciranje pred žrtvovanjem s FR, polna barva predstavlja levodopo kot zadnje 
injiciranje pred žrtvovanjem. Podatki so predstavljeni kot povprečje s standardnim odklonom. 
 
 
V kavdalnem medialnem delu je na izražanje ΔFosB značilno vplivala le hemisfera 
(F(1,21)=425, p<0.001); izražanje je bilo večje na dopaminsko denervirani strani (M=721, 




V prvi skupini podgan vrsta vsadkov ni vplivala na izražanje c-Fos. V rostralnem medialnem 
in obeh kavdalnih področjih striatuma, sta na izražanje c-Fos značilno vplivala faktor hemisfera 
ter interakcija hemisfera x konec. V dopaminsko denerviranem striatumu je bilo večje izražanje 
c-Fos po aplikaciji levodope (Graf 15, oznaka c). Prav tako je bilo večje izražanje v 
denerviranem striatumu v primerjavi s kontrolno hemisfero, če je podgana prejela levodopo 
kot zadnjo injekcijo pred žrtvovanjem (Graf 15, oznaka a).  
 
 
Graf 15. Prikaz izražanja c-Fos v rostralnem medialnem striatumu pri 25 podganah z 
vsakodnevnim injiciranjem levodope (prva skupina). Levi del grafa predstavlja 
dopaminsko denerviran striatum, desni del grafa kontrolno hemisfero. Modra barva predstavlja 
podgane s praznimi vsadki, rumena barva podgane z E2 vsadki. Pikčasti vzorec predstavlja 
končno injiciranje pred žrtvovanjem s FR, polna barva predstavlja levodopo kot zadnje 
injiciranje pred žrtvovanjem. Znotraj dopaminsko denerviranega striatuma je bilo večje 
izražanje c-Fos, če je podgana prejela pred žrtvovanjem levodopo kot pa FR (p=0.04; oznaka 
c), teh razlik ni bilo v kontrolni hemisferi (p=0.579). Dodatno je bilo večje izražanje v 
denerviranem striatumu kot pa v kontrolni hemisferi, če je podgana prejela levodopo pred 
žrtvovanjem (p=0.001; oznaka a). Če je podgana prejela FR pred žrtvovanjem, teh 
interhemisfernih razlik ni bilo (p=0.194). Prikazano je povprečje s standardnim odklonom. V 





V rostralnem lateralnem področju striatuma so na izražanje c-Fos značilno vplivali faktorja 
konec (F(1,18)=4.72, p=0.043) in hemisfera (F(1,18)=45.9, p<0.001) ter interakcija hemisfera 
x konec (F(1,18)=8.73, p=0.008). V denerviranem striatumu je bilo večje izražanje c-Fos po 
aplikaciji levodope (Graf 16, oznaka c) (p=0.004) v kontrolni hemisferi ni bilo teh razlik 
(p=0.286). Tako po končni injekciji levodope (p<0.001) kot po FR (p=0.011) je bilo  večje 
izražanje c-Fos v denerviranem striatumu (Graf 16, oznaka a). 
 
 
Graf 16. Prikaz izražanja c-Fos v rostralnem lateralnem striatumu pri 25 podganah z 
vsakodnevnim injiciranjem levodope (prva skupina). Levi del grafa predstavlja 
dopaminsko denerviran striatum, desni del grafa kontrolno hemisfero. Modra barva predstavlja 
podgane s praznimi vsadki, rumena barva podgane z E2 vsadki. Pikčasti vzorec predstavlja 
končno injiciranje pred žrtvovanjem s FR, polna barva predstavlja levodopo kot zadnje 
injiciranje pred žrtvovanjem. Podatki so predstavljeni kot povprečje s standardnim odklonom. 




5.1 Klinična študija 
Klinično študijo smo zasnovali z namenom, da bi pokazali različno patofiziologijo med spoloma 
pri PB. Nevrofiziološke razlike med spoloma so opisane pri možganski kapi (162) in 
Alzheimerjevi bolezni (163), pri PB pa še niso bile raziskane. 
V študijo smo vključili paciente z novo diagnosticirano PB, ki še niso prejeli antiparkinsonske 
terapije, iz dveh razlogov. Večina študij je pokazala klinične razlike v motoričnih in 
nemotoričnih znakih in simptomih v začetku bolezni (79, 81, 164), zato smo menili, da bomo 
takrat zasledili tudi patofiziološke razlike. Dodatno levodopa ali druga dopaminska terapija 
vplivajo tako na motorične znake kot tudi na meritve TMS (165, 166). Pri pacientih s PB 
terapevtski odmerki niso prilagojeni na težo in ženske imajo ponekod v povprečju višji 
odmerek glede na telesno težo (136).  
Glavna odkritja študije so ohranjeno interhemisferno ravnovesje motoričnih pragov, bolj 
ohranjena kratkointervala intrakortikalna inhibicija in ohranjen fiziološki odgovor na protokol 
plastičnosti PAS25 pri ženskih pacientkah s PB. 
5.1.1 Kortikospinalna vzdražnost 
Motorična pragova sta osnovni meritvi kortikospinalne vzdražnosti. Odvisna sta od N-metil-D-
aspartat (NMDA)-neodvisnega receptorskega glutamatergičnega prenosa (167, 168) in od 
vzdražnosti membrane, ki je odvisna od natrijevih in kalijevih napetostno odvisnih kanalčkov 
(169, 170). Tako kot predhodne študije (171, 172) tudi mi nismo našli razlik med hemisferama 
pri ZP in pri ženskih pacientkah s PB, smo pa zaznali interhemisferno razliko pri moških 
pacientih. Ti so imeli povišana pragova v BP hemisferi. 
Povišana kortikospinalna vzdražnost je znak napredovale PB, ki se lahko izraža z znižanimi 
motoričnimi pragovi ali povišano krivuljo vzdražnosti (117, 173, 174). Drugi raziskovalci so 
dodatno pokazali, da povišana kortikospinalna vzdražnost negativno korelira s hitrostjo gibov 
(175). Ohranjeno interhemisferno ravnovesje motoričnih pragov pri ženskih pacientkah bi 
lahko pomenilo zaostanek za bolezen značilne spremembe v kortikalni vzdražnosti.  
Motorični pragovi predstavljajo najhitreje vzdražljive nevrone, medtem ko krivulja vzdražnosti 
predstavlja nevrone z višjim pragom in tiste, ki so bolj oddaljeni od sonde TMS (176). Oblika 
krivulje je sigmoidne oblike, njena strmina naj bi predstavljala moč kortikospinalnih povezav, 
ki pa je odvisna od ravnovesja med inhibicijo in facilitacijo. Antagonisti natrijevih in kalcijevih 
kanalčkov zmanjšujejo strmino krivulje (177). V naši študiji nismo našli razlik spolnih razlik pri 
pacientih ali razlik med pacienti in ZP v krivulji vzdražnosti. Študije pri pacientih z napredovalo 
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PB so pokazale bolj strme krivulje v primerjavi z ZP, kar nakazuje povečanje kortikospinalne 
vzdražnosti z napredovanjem bolezni (178, 179). Predpostavljamo, da se povišana 
kortikospinalna vzdražnost sprva kaže v hitreje vzdražnih nevronih, ki jih prikažejo motorični 
pragovi, in šele kasneje v manj vzdražnih nevronih (ki jih prikaže krivulja vzdražnosti).  
5.1.2 Intrakortikalna inhibicija in facilitacija 
Kratkointervalna intrakortikalna inhibicija izraža preko GABA-A receptorjev uravnavano 
inhibicijo v motorični skorji (180). V naši študiji je bila kratkointervalna inhibicija bolj ohranjena 
v MP hemisferi, kot so pokazale že druge študije pacientov v zgodnjih fazah PB (115). 
Dodatno smo odkrili, da so imele ženske pacientke bolj izraženo inhibicijo kot moški pacienti. 
Ena izmed najbolj zanesljivih meritev pri napredovali PB je znižana kratkointervalna inhibicija, 
ki naj bi bila posledica nenormalnega delovanja motorične zanke zaradi izgube dopaminskega 
tonusa (181, 182). Manj izražena kratkointervalna inhibicija v MP hemisferi bi lahko bila 
posledica dejstva, da smo meritev opravljali v začetni fazi bolezni in da je raven dopamina v 
tej hemisferi še pod kritično ravnijo, ki bi povzročila izgubo inhibicije.  
Motorična inhibicija je ključna za izvedbo motoričnih gibov (183), še posebej pri nadzoru finih 
motoričnih akcij (184). Večja intrakortikalna inhibicija pri ženskih pacientkah bi lahko 
predstavljala večjo kapacieto za motorično kontrolo na ravni motorične skorje. Čeprav z našo 
analizo spolnih razlik med ZP nismo našli razlik v kratkointervalni intrakortikalni inhibiciji, je 
nedavna študija na 113 ZP pokazala bolj učinkovito kratkointervalno intrakortikalno inhibicijo 
pri ženskah (185). Ker je bilo v naši študiji veliko manjše število ZP (n=23), je možno, da je 
kratkointervalna inhibicija bolj izražena pri ženskah na splošno, ne glede na bolezen. Pri 
primerjavi pacientov in ZP so imele ženske vedno večjo inhibicijo, ne glede na status bolezni, 
kar potrjuje tudi sama analiza; vedno je bil značilen faktor spol ne pa tudi interakcija spol x 
bolezen. 
Kortikalna tiha perioda je prav tako meritev intrakortikalne inhibicije in je uravnavana preko 
GABA-B receptorjev (125). Po analizi naših meritvev nismo našli razlik med spoloma pri 
pacientih s PB ali razlik med pacienti in ZP. Naši rezultati se deloma ujemajo s predhodnimi 
študijami. Druge študije so pokazale krajšo kortikalno tiho periodo pri pacientih z napredovalo 
PB in pri tistih, ki so že prejemali antiparkinsonsko terapijo (186, 187), medtem ko so študije 
pri pacientih pred uvedbo terapije pokazale krajšo meritev na BP hemisferi v primerjavi z MP 
hemisfero (115) ali pa enako kot pri ZP (188).  
Pri meritvah intrakortikalne facilitacije nismo našli razlik med spoloma pri pacientih s PB, so 
pa ZP imeli nekoliko bolj izraženo intrakortikalno facilitacijo kot pacienti, kar so pokazale tudi 
že druge študije (180, 189). 
62 
 
5.1.3 Eksperimentalni protokol plastičnosti PAS25 
PAS25 temelji na senzorimotorični integraciji aferentnih senzoričnih prilivov in kortikalne 
stimulacije, ki se odraža v začasni povečani kortikospinalni vzdražnosti (190). TMS nad M1 
vzdraži kortikospinalne nevrone transsinaptično preko internevronov (191), obenem pa ti isti 
kortikospinalni nevroni neposredno ali posredno preko internevronov dobijo somatosenzorični 
priliv s kratko latenco in visoko topografsko specifičnostjo preko aferentnih prilivov iz 
somatosenzorične skorje (192). Učinek je močno somatotopičen, kar pomeni, da je vzdražnost 
povečana v tistih mišicah, ki jih oživčuje periferno stimuliran živec (115, 190, 193, 194). Izguba 
somatotopskega gradienta je značilna za primarno žariščno distonijo in PB (195-197). Pri PB 
pride zaradi pomanjkanja dopamina do izgube somatotopične segregacije na ravni bazalnih 
ganglijev in njihovih tarčnih struktur (198, 199). Posledica tega bi lahko bile tudi manj natančne 
povezave med senzoričnimi prilivi in motoričnimi odlivi znotraj senzorimotorične integracije. 
Ker pri protokolu PAS25 stimuliramo mediani živec, je tako fiziološki odgovor zvečanje 
kortikospinalne vzdražnosti v mišici APB, kar smo pokazali tudi pri ženskih pacientkah in ZP. 
Po drugi strani so imeli moški pacienti povečano vzdražnost v mišici ADM, kar kaže na 
porušenje senzorimotorične integracije. 
5.1.4 Pomen nevrofizioloških meritev 
Plastičnost je lastnost možganov, da se strukturno in funkcionalno prilagodijo zunanjim in 
notranjim dražljajem. Je posledica fizioloških procesov, kot sta učenje in tvorba spomina, kot 
tudi patoloških stanj (poškodb in nevroloških bolezni) (200). V predklinični fazi PB se 
kompenzacijske spremembe verjetno zgodijo predvsem na ravni nigrostriatalnih sinaps in 
znotraj bazalnih ganglijev (201). Pri PB se zaradi kompenzacijskih mehanizmov motorični 
znaki pojavijo šele ob izgubi 70-80 % nigrostriatalnih dopaminskih nevronov (46, 47). Ob 
nastopu motoričnih znakov (faza, v kateri smo preučevali naše paciente), bi lahko postale 
pomembne kompenzatorne spremembe tudi na nivoju možganske skorje (202). Po drugi 
strani bi zaradi nenormalnega priliva signalov iz bazalnih ganglijev motorična skorja lahko 
razvila tudi maladaptivne spremembe, ki bi še dodatno prispevale k patofiziologiji PB (165). 
Ena izmed omejitev ob interpretaciji meritev TMS je, da so izmerjene nevrofiziološke 
spremembe kompenzatorne ali maladaptivne narave, lahko pa so celo naključne najdbe, 
neodvisne od same patofiziologije PB. Zato smo v našo študijo vključili tudi ZP in primerjali 
podatke s predhodnimi študijami in znanimi spremembami. Predpostavljamo, da so 
kompenzatorni mehanzmi pri nevrodegenerativnih boleznih prisotni v začetni fazi bolezni, se 
z napredovanjem bolezni manjšajo (203) in jih v napredovali fazi zamenjajo maladaptivni 
mehanizmi (202). Obenem smo v študiji primerjali obe hemisferi. Tako kot naša tudi 
predhodne študije niso našle interhemisfernih razlik pri ZP v meritvah kortikalne vzdražnosti 
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ali plastičnosti (153, 172, 204), zato vsakršna interhemisferna razlika nakazuje lateralizirano 
kortikalno patologijo. Bolj in manj prizadeto hemisfero smo opredelili kot različno fazo bolezni 
(115, 116, 205), pri čemer manj prizadeta hemisfera predstavlja bolj začetno fazo bolezni in 
zato vsebuje kompenzatorne spremembe. Nasprotno smo si bolj prizadeto hemisfero 
predstavljali kot bolj napredovalo fazo bolezni, ki vsebuje tako maladaptivne kot 
kompenzatorne mehanizme.  
5.1.5 Motorični in nemotorični znaki in simptomi PB 
V naši študiji nismo odkrili razlik v motoričnih in nemotoričnih znakih in simptomih PB, kar so 
pokazale tudi nekatere predhodne študije (164, 206). K temu bi lahko prispevalo majho število 
naših preiskovancev ali pa relativno grobe metode ocenjevanja motoričnih in nemotoričnih 
znakov in simptomov s kliničnimi lestvicami.  
Tak primer je zasnova lestvice MDS-UPDRS. Vsak motorični znak je sestavljen iz ocene 0-4, 
pri čemer je pričakovano, da bo večina na novo diagnosticiranih pacientov s PB ocenjena s 
točkami od 0 do 2. Obenem posamezne točke vsebujejo razpone (v primeru tremorja so 
razponi amplitud do nekaj cm za posamezno točko, v primeru tapkanja z nogo nekajkratna 
prekinitev gibanja, itd). S takim načinom ocenjevanja težko zaznaš manjše spremembe. Po 
drugi strani smo z metodo TMS lahko zaznali že drobna razlikovanja zaradi zvezno 
pridobljenih podatkov.  
Nekatere študije poročajo o različni prisotnosti znakov parkinsonizma med spoloma 
(navedene v uvodu doktorskega dela), medtem ko z lestvico MDS-UPDRS ovrednotimo 
celotno motorično prizadetost. Tako mi ne bi zaznali razlik v motorični prizadetosti med 
spoloma, če bi bila recimo pri ženskah večja prisotnost tremorja, pri moških pa rigidnosti. Po 
drugi strani v naši študiji z metodo akcelometrije, s katero lahko prav tako pridobimo zvezne 
podatke, nismo zaznali razlik med spoloma za tremor, ne moremo pa izključiti razlik za druge 
znake in simptome PB.  
Tako motorični kot nemotorični znaki in simptomi so lahko tudi del drugih pridruženih bolezni, 
ki jih najdemo pri starejših preiskovancih. Nedavna študija je pokazala seštevek točk po 




5.2 Predklinična študija 
Klinične študije povezujejo ženski spol z bolj izrazitimi LID v napredovali fazi PB. Ker E2 vpliva 
na metabolizem dopamina, smo v predklinični študiji ugotavljali vpliv E2 na LID neposredno 
na 6-OHDA modelu PB in posredno. Izbrali smo si dva transkripcijska faktorja iz družine Fos- 
c-Fos in ΔFosB. Izražanje c-Fos se poveča po akutnih dražljajih in je pozitivno povezano s 
postsinaptično denervacijsko hipersenzitivnostjo dopaminskh receptorjev. ΔFosB se izraža 
šele po dolgotrajnih dražljajih, njegovo izražanje v projekcijskih nevronih neposredne poti pa 
je povezano z nastankom LID. 
V predklinični študiji smo pokazali, da so hemiparkinsonske podganje samice z E2 vsadki 
razvile močnejše LID, kadar so prejele večji odmerek levodope. Dodatno smo ugotovili, da je 
učinek E2 na izražanje c-Fos in ΔFosB nasproten glede na prisotnost terapije z levodopo. E2 
v naši študiji ni vplival na število kontralateralnih kroženj in na motorično prizadetost, 
ugotovljeno s testom FAS. 
5.2.1 Propad dopaminskih nevronov 
V naši študiji E2 ni vplival na obseg propada dopaminskih nevronov, čeprav so nekatere 
študije pokazale nevroprotektiven učinek E2 ob injiciranju 6-OHDA (76). V drugih študijah je 
E2 uspel zaščititi dopaminske nevrone le, če so injicirali manjšo količino 6-OHDA in povzročili 
delni propad nigrostriatalnih nevronov (208). Dodatno so uspeli zaščiiti dopaminske nevrone, 
če so dodali E2 podganam vsaj 24 pred injiciranjem toksina (209), medtem ko smo mi aplicirali 
oboje v razmiku ene ure.  
Ker smo podgane žrtvovali 33 dni po injiciranju 6-OHDA, je možno, da je E2 sprva uspelo 
zmanjšati propad dopaminskih nevronov. Vendar pa potenciranje učinka dopamina zaradi E2 
(več v delu diskusije o izražanju proteinov Fos) predstavlja večji oksidativen stres v preostalih 
dopaminskih nevronih, ki bi hitreje nadalje propadali kot pri podganah z manjšim oksidativnim 
stresom (podgane s praznimi vsadki). 
Ker obseg propada dopaminskih nevronov korelira s stopnjo LID (61) in ΔFosB (210) v 6-
OHDA modelu PB, nam je enak končen obseg propada dopaminskih nevronov med skupinami 
omogočil objektivno primerjavo skupin. 
5.2.2 LID 
Ker nekatere podgane v prvi skupini kljub uspešnemu propadu dopaminskih nevronov in 
vsakodnevni aplikaciji levodope niso razvile LID (podgane ž18, ž19, ž29, ž37 in ž43), smo jih 
izločili iz končne analize. Tudi v literaturi opisujejo ta fenomen, ki se giblje okoli 10 % (146) do 
33 % (211) v 6-OHDA mišjih in podganjih modelih PB, ki so imele več kot 75 % propad 
dopaminskih nevronov in so intermitentno prejemale levodopo.  
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E2 je značilno poslabšal LID, kadar smo injicirali standarden odmerek levodope, medtem ko 
pri manjših odmerkih nismo zaznali razlik. Nedavna študija na hemiparkinsonskih podganah 
z enakim sistemom ocenjevanja LID je pokazala, da je bilo stanje z večjo serumsko 
koncentracijo E2 (podgane z ohranjenimi reprodukcijskimi organi) povezano s hitrejšim 
razvojem LID kot pri OVX podganah (147).  
Drugi dve predklinični študiji sta nasprotno od naše študije pokazali izboljšanje motoričnih 
zapletov ob dodanem E2. Prva študija je obravnavala MPTP model PB na samo štirih samicah 
Macaca fascicularis, pri čemer so uporabili za primate prirejeno ocenjevanje korelatov LID 
(139) Druga študija je zajemala hemiparkinsonske podganje samce linije Sprague-Dawley 
(140). Obsežni pregledni članki so že poudarili nasprotno delovanje spolnih hormonov med 
spoloma (77). Obenem so v študiji ocenjevali kontralateralno kroženje in ne korelate LID.  
5.2.3 Izražanje ΔFosB in c-fos 
Za ugotavljanje mehanizma poslabšanja LID smo uporabili izražanje transkripcijskega faktorja 
c-Fos kot označevalca denervacijske hipersenzitivnosti dopaminskih receptorjev in ΔFosB kot 
označevalca plastičnih sprememb v sklopu LID. V skupini podgan, ki so vsakodnevno 
prejemale injekcije FR, smo posnemali stanje kronične dopaminske denervacije na 
ipsilateralni strani injiciranja 6-OHDA. Izražanje ΔFosB in c-fos je bilo večje v dopaminsko 
denerviranem striatumu v primerjavi s kontrolno hemisfero, kar so pokazale tudi druge študije 
(64, 212). Ker v dopaminsko denerviranem striatumu zaradi pomanjkanja dopamina ni več 
zaviralnega učinka na posredno pot, je ta bolj aktivna. Posledično menimo, da se oba 
označevalca izražata predvsem v projekcijskih nevronih posredne poti. Pri podganah z E2 
vsadki je bilo manjše izražanje ΔFosB in c-fos kot pri podganah s praznimi vsadki. Če naša 
domneva drži, potem sledi, da je E2 zmanjšal aktivnost posredne poti. Z zmanjšanjem 
aktivnosti posredne poti se poveča talamokortikalni priliv in E2 bi lahko deloval kompenzatorno 
oziroma zmanjševal motorične znake in simptome. To bi lahko pojasnilo ugotovitve kliničnih 
študij, kjer povezujejo hormonska stanja z višjimi vrednostmi E2 pri ženskah (daljše obdobje 
rodnosti, večje število otrok) s kasnejšim nastopom motoričnih znakov (75, 103, 104). V naši 
predklinični študiji E2 sicer ni vplival na vedenjske korelate bradihipokinezije (pridobljene s 
testom FAS).  
Pri podganah, ki so vsakodnevno prejemale levodopo, je bilo prav tako večje izražanje ΔFosB 
in c-Fos v denerviranem striatumu v primerjavi s kontrolno hemisfero, kar so tudi že potrdile 
druge študije (64, 68). Kronična intermitentna levodopa čezmerno senzitizira dopaminske 
receptorje D1 neposredne poti, zato menimo, da je izražanje ΔFosB in c-Fos v projekcijskih 
nevronih neposredne poti. Več študij je že potrdilo izražanje ΔFosB v projekcijskih nevronih 
neposredne poti pri 6-OHDA modelih PB s kronično intermitentno aplikacijo levodope (61, 67). 
66 
 
Nasprotno kot pri prejšnji skupini podgan pa je E2 povečal izražanje ΔFosB. Večja aktivacija 
neposredne poti pomeni še dodaten že pretirano povečan talamokortikalni priliv, kar bi lahko 
še poslabšalo LID. To potrjujejo tudi naši vedenjski testi ocenjevanja LID, ki so pokazali, da 
so podgane z E2 vsadki po višjih odmekih levodope razvile hujše LID. Za potrditev naše teorije 
o vplivu na neposredno in posredno pot bi morali opraviti dvojno imunohistokemično 
označevanje proteinov Fos in snovi P (za označevanje nevronov neposredne poti) ter 
enkefalina (za označevanje nevronov posredne poti). 
E2 pa ni vplival na izražanje c-Fos pri podganah, katerim smo vsakodnevno injicirali levodopo. 
Kljub temu, da je akutno izražanje c-Fos po aplikaciji levodope močno povečano zaradi 
denervacijske hipersenzitivnosti, kronična aplikacija levodope njegovo akutno izražanje 
zmanjša (64, 68, 213). To je vidno tudi v naši študiji, če primerjamo izražanja c-Fos v 
rostralnem lateralnem striatumu v Grafu 12 (podgane prve skupine) in Grafu 16 (podgane prve 
skupine) ali Sliki 9. Razlog ni v zmanjšanju denervacijske hipersenzitivnosti, saj so plastične 
spremembe pretiranega odziva receptorjev še vedno prisotne po kronični intermitentni 
aplikaciji levodope, kar smo opisali v uvodu doktorske disertacije. ΔFosB lahko poveča ali 
zmanjša prepisovanje določenih genov preko (de)acetilacije. Ker približa histon deacetilazo 1 
(ang. histone deacetylase 1- HDAC1) k promoterju za gen c-Fos, pride do deacetilacije 
okoliških histonov in zmanjšanja prepisovanja gena c-Fos v striatumu (214) in hipokampusu 
(215). Enako izražanje c-Fos med podganami s praznimi in E2 vsadki bi lahko bila posledica 
dveh nasprotujočih mehanizmov. Po eni strani E2 povečuje pretirano aktivacijo in kopičenje 
ΔFosB v projekcijskih nevronih neposredne poti, ta pa zavira izražanje proteina c-Fos. Tako 
je izražanje c-Fos enako pri podganah s praznimi in E2 vsadki kljub povečani aktivaciji 
neposredne poti pri podganah z E2 vsadki. 
Sprva nasproten učinek E2 na izražanje ΔFosB je le navidezen. Predvidevamo, da E2 ne 
deluje selektivno in nasprotujoče na neposredno in posredno pot, ampak le poveča fiziološko 
delovanje dopamina. Razlika nastane zaradi različnih razmer/ našega zdravljenja z levodopo. 
V drugi skupini podgan je E2 zmanjšal aktivnost posredne poti, kar je sicer fiziološka vloga 
dopamina, v primeru prve skupine podgan pa je še povečal (sicer pretirano) aktivacijo 
neposredne poti (kar je tudi fiziološki učinek dopamina). Funkcionalni vpliv E2 lahko ocenimo 
z vedenjskimi testi. Amfetamin poveča koncentracijo dopamina v sinaptični špranji preko 
inhibicije VMAT2 privzema v vezikle (216) in s tem poveča njegovo citosolsko koncentracijo, 
ali posredno preko fosforilacije DAT, ki povzroči internalizacijo DAT ali pa reverzni tok 
dopamina v sinaptično špranjo (217). Če injiciramo amfetamin hemiparkinsonski poskusni 
podgani, bo ta krožila ipsilateralno (v smer dopaminske denervacije) (52). Odstranitev 




E2 lahko vpliva na metabolizem dopamina na pre- in postsinaptičnem mestu. Zaradi propada 
dopaminskih nevronov je najverjetneje glavni učinek E2 na postsinaptični ravni. E2 bi lahko 
deloval postsinaptično preko uravnavanja izražanja dopaminskih receptorjev na projekcijskih 
nevronih striatuma. Odstranitev jajčnikov kronično zniža izražanje receptorjev D1 in D2 (219), 
medtem ko se po aplikaciji E2 izražanje receptorjev D1 (220) in D2 (221-223) kronično poveča. 
Z metodo vezave N-etoksikarbonil-2-etoksi-1,2-dihdrokvinolina (ang. N-ethoxycarbonyl-2-
ethoxy-1,2-dihydroquinoline- EEDQ), ki nepovratno zavira dopaminske receptorje (224), so 
ugotovili, da je povečano izražanje receptorjev zaradi zmanjšanega uničenja receptorjev 
(225). V drugi skupini podgan (vsakodnevno injiciranje FR) bi se pri samicah z E2 vsadki,  
zaradi večjega števila receptorjev D2, več dopamina vezalo na njih in posredna pot bi bila tako 
manj aktivna. To drži ob predpostavki, da je v denerviranem striatumu še neka majhna 
koncentracija dopamina (približno 90 % propad dopaminskih nevronov naših skupin). V 
primeru prve skupine podgan (vsakodnevno injiciranje levodope) bi pri podganah z E2 vsadki 
povečano izražanje receptorjev pomenilo še večjo aktivacijo neposredne poti v primerjavi s 
podganami s praznimi vsadki.  
Po drugi strani bi E2 lahko vplival na preživele dopaminske nevrone v SNc. Več študij je 
pokazalo, da so hemiparkinske živali z E2 vsadki imele povečan metabolizem dopamina v 
preživelih dopaminskih nevronih, ki so ga raziskovalci ocenili iz povečanega razmerja med 
razgradnim metabolitom dopamina dihidroksifeniletanojske kisline (ang. 
dihydroxyphenylacetic acid- DOPAC) in dopaminom (208, 226, 227). Povečan metabolizem 
bi lahko bil posledica povečane sinteze encima tirozin hidroksilaze zaradi E2 (228) in 
sproščanja dopamina, zaradi česar bi se povečala koncentracija dopamina v sinaptični špranji. 
Tako bi pri podganah z vsakodnevnimi injiciranji FR vezava večje količine dopamina na 
dopaminske receptorje D2 nevronov posredne poti vsaj deloma zavirala njeno pretirano 
aktivacijo in tako zmanjšala izražanje proteinov Fos. Po drugi strani bi še večja koncentracija 
dopamina v denerviranem striatumu in ob intermitentni stimulaciji z levodopo še poslabšala 
hipersenzitivnost neposredne poti. 
Kljub temu, da je več študij pokazalo večje akutno sproščanje dopamina v striatumu bazalno 
(107) ali po injiciranju amfetamina ali kalijevega klorida (229), pa smo mnenja, da to ni razlog 
za povečan učinek dopamina v naši študiji. Povečano kroženje po injiciranju amfetamina štiri 
dni po tretmaju z E2 ni bilo več povezano z večjim sproščanjem dopamina, ki je bilo enako kot 
pri podganah OVX brez E2 (218). V večini študij je večje sproščanje dopamina po E2 ocenjeno 
le akutno. Dodatno so Becker in sodelavci (107) pokazali, da je povečano izločanje dopamina 
le po akutnem injiciranju E2, ne pa tudi po kontinuirani obliki dodajanja E2.  
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Na koncentracijo dopamina v sinaptični špranji vpliva tudi izražanje DAT. Študije poročajo tako 
o povečanju (230, 231) kot o znižanju izražanja DAT na podganjih modelih PB (232) in zdravih 
podganah (233) po dodatku E2. Obenem je potrebno ob intrepretaciji paziti, saj je v živalskih 
modelih PB vedno zmanjšano izražanje DAT zaradi propada nigrostriatalnih nevronov. Tako 
je vsaka sprememba izražanja DAT lahko posledica ali različnega preživetja nigrostriatalnih 
nevronov ali pa je njihov propad enak in je različno izražanje DAT med preživelimi nevroni. 
Pomanjkljivost naše študije je, da nismo pokazali, preko katerega izmed zgoraj naštetih 
mehanizmov E2 povečuje učinke dopamina.  
Učinek E2 na izražanje proteinov Fos je bil podoben v različnih regijah striatuma. Ker so 
dopaminski receptorji v striatumu enakomerno porazdeljeni (234-236), sklepamo, da so 
enakomerno porazdeljeni tudi projekcijski nevroni neposredne in posredne poti. Enostransko 
injiciranje 6-OHDA v nigrostriatalni snop povzroči skoraj popoln in enakomeren propad 
dopaminskih nevronov v striatumu v primerjavi z injiciranjem neposredno v striatum (237). Ker 
izražanje ΔFosB korelira s propadom dopaminskih nevronov (210), je njegovo izražanje 
enakomerno po striatumu (238), čeprav so nekateri pokazali večje izražanje v bolj lateralnih 
delih striatuma (67). Zaradi vstavitve vsadkov v podkožje smo povečali koncentracijo E2 v 
serumu in posledično pričakovali enakomeren vpliv na celotno področje. Levesque in 
sodelavci so pokazali enakomerno povečanje izražanja dopaminskih receptorjev v striatumu 
po injiciranju E2 v podkožje (225). Zaradi obsežnega enakomernega propada dopaminskih 
nevronov (kot posledica injiciranja 6-OHDA v nigrostriatalni snop) in sistemskega povečanja 
E2 se nam zdi podoben učinek E2 v različnih regijah smiseln. 
5.2.4 Kroženje po levodopi 
Pričakovano so podgane, katerim smo vsakodnevno injicirali levodopo, bolj krožile od podgan, 
katerim smo vsakodnevno injicirali FR, saj intermitentna aplikacija levodope povečuje število 
kroženj (143, 237). Ker intermitetna aplikacija levodope poveča hipersenzitivnost receptorjev 
D1 projekcijskih nevronov neposredne poti, smo predvidevali, da bo zato kroženje pri 
podganah z E2 vsadki večje, vendar E2 ni imel vpliva na število obratov v naši študiji. Čeprav 
intermitetna aplikacija levodope okrepi kontralateralno kroženje, hemiparkinsonske podgane 
sčasoma razvijejo tudi LID, ki pa lahko onemogočajo kroženje. Glavan in sodelavci so aplicirali 
levodopo na vsake štiri dni z odmerkom primerljivim z našim. Podgane v njihovi študiji so po 
šestih injiciranjih še bolj intenzivno krožile (143), zaradi česar sklepamo, da podgane niso 
razvile (hujših) LID. Po drugi strani so podgane v študiji Smith in sodelavcev (140) prejele 
levodopo dvakrat dnevno v odmerku, ki je bil štirikrat večji od našega, in že od prvega dneva 
dalje postopoma manj krožile. Kroženje je postalo značilno krajše po 14 dneh. Ker so v naši 
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študiji podgane z E2 vsadki razvile bolj izrazite LID po aplikaciji levodope, so lahko te LID 
preprečevale močnejše kroženje v primerjavi s podganami s praznimi vsadki. 
Po drugi strani smo lahko uporabili premajhen odmerek, da bi zaznali te razlike. Za oceno 
kontralateralnega kroženja smo uporabili nižji odmerek levoodope. Tudi pri testiranjih LID z 
manjšimi odmerki levodope nismo zaznali razlik med podganami s praznimi ali E2 vsadki; te 
so se izrazile šele ob večjem- standardnem odmerku. 
5.2.5 Test FAS 
Podgane, katerim smo vsakodnevno injicirali levodopo, so se bolje odrezale pri testu FAS kot 
podgane, katerim smo injicirali FR vsakodnevno. Tako smo pokazali, da apliciranje levodope 
izboljša motorično prizadetost hemiparkinsonskih podgan. 
Čeprav smo predpostavljali, da E2 v denerviranem striatumu (ob odsotnosti zdravljenja z 
levodopo) zmanjša aktivnost posredne poti in s tem poveča talamokortikalni prenos informacij, 
pa E2 ni vplival na motorično prizadetost. Test FAS se uporablja kot korelat bradihipokinezije 
(158), v študijah pa ga uporabljajo tudi kot presejalni test za uspešen propad dopaminskih 
nevronov v živalskih modelih PB. Živali, pri katerih propade več kot 80 % nigrostriatalnih 
nevronov, naredijo značilno manj korakov z okončino, ki ustreza prizadeti hemisferi (157). Test 
FAS je sicer pokazal, da zdravljenje z levodopo izboljša motorično prizadetost, je pa morda 
premalo občutljiv test, da bi pokazal manjše razlike, ki jih povzroča E2. Medtem ko smo z 
označevalci transkripcijskih faktrojev iz družine Fos prepričljivo pokazali učinek E2, pa smo z 
vedenjskimi testi uspeli zaznati razlike med podganami s praznimi in E2 vsadki le, kadar smo 
uporabili višji odmerek levodope. 
5.2.6 Hormonska analiza in telesna teža 
V naši študiji smo uporabili visoke (nefiziološke) odmerke E2. Koncentracija E2 v serumu 
podgan, ki so prejele E2 vsadke (M=261.4ng/l, SD= 72.41), je bila višja, kot jo najdemo v sicer 
normalnem ciklu podgane v proestrusu, ko je raven E2 najvišja. Nekatere izmerjene vrednosti 
E2 v času proestrusa intaktnih podganjih samic so 35pg/ml (239), 90pg/ml (240) in 180 pg/ml 
(241). Vzdrževanje visoke ravni E2 s pomočjo vsadkov lahko v dveh tednih privede do razvoja 
prolaktinoma (242), kar smo opazili tudi v naši študiji.  
Več študij poroča o padcu telesne teže pri PB (243-245). To smo videli tudi v naši študiji, ko 
je po injiciranju 6-OHDA telesna teža pri vseh podganah strmo padla. Padec teže pri PB je 
lahko posledica zmanjšanega vnosa kalorij zaradi nezmožnosti hranjenja/priprave hrane ob 
motorični prizadetosti (244), izgubi apetita zaradi izgube voha (246), zaprtosti (247) ali 
depresije (243). Dodatno lahko k padcu teže prispeva višja energijska poraba zaradi močne 
rigidnosti (248) ali pa zaradi motenj v avtonomnem živčevju in regulacije hormonov sitosti in 
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lakote hipotalamusa (249). V naši študiji je lahko prisotna še dodatna izguba apetita zaradi 
postoperativne bolečine.  
Zanimal nas je učinek levodope na telesno težo, saj je terapija z levodopo povezana z nižjo 
telesno težo (243), obenem pa bi diskinezije lahko predstavljale večjo energijsko porabo. V 
naši študiji zdravljenje z levodopo ni vplivalo na telesno težo. Po drugi strani bi zaradi 
zdravljenja osnovne bolezni, ki je povezana z nižjo telesno težo, se lahko telesna teža 
ohranjala.  
Povečanje telesne teže po OVX in zmanjšanje po dodatku E2 so znani učinki (250), ki jih 
raziskovalci uporabljajo za vzpostavitev menopavzalnega modela pri podganah (251) in 




6. Sklepi in zaključek 
Parkinsonova bolezen je druga najpogostejša nevrodegenerativna bolezen in s staranjem 
prebivalstva bo njena incidenca še naraščala. Ker je bolezen trenutno še neozdravljiva, 
predstavlja ne le veliko breme za pacienta samega, ampak tudi za celotno družino, zato je 
pomembno zagotoviti pacientom čimbolj kakovostno in funkcionalno življenje. Klinične študije 
poročajo o zaščitni vlogi ženskega spola v začetku bolezni, medtem ko je v napredovali fazi 
bolezni ženski spol povezan z bolj izrazitimi LID. Prepoznati in ovrednotiti razlike med spoloma 
pri PB bi bilo koristno tako v klinični oceni in obravnavi bolnika kot pri razumevanju 
patofizioloških mehanizmov bolezni. Če so razlike med spoloma res povezane z razvojem, 
prognozo bolezni in/ ali z odgovorom na zdravljenje bolezni, potem bi lahko z novim znanjem 
lažje svetovali pacientom, bolj usmerjeno uporabljali obstoječa zdravila ali razvili 
personalizirane strategije zdravljenja. Obenem bi morali vpliv spola tudi upoštevati pri 
intervencijskih in opazovalnih kliničnih študijah. 
Pri pacientih s PB  nismo našli razlik med spoloma v motoričnih in nemotoričnih znakh in 
simptomih, zato lahko našo ničelno hipotezo le deloma potrdimo. Po drugi strani smo z 
meritvami TMS pokazali, da rezultati meritev TMS pri ženskah pacientkah kažejo na bolj 
učinkovito kortikalno kompenzacijo ali kasnejši nastanek maladaptivnih plastičnih sprememb 
v sklopu PB. Študija predstavlja prve podatke o nevrofizioloških razlikah med spoloma pri PB 
in potrjuje ugotovitve demografskih in živalskih študij, da so ženske vsaj v začetni fazi PB bolj 
zaščitene od moških. 
Našo drugo ničelno hipotezo moramo zavrniti, saj je E2 poslabšal LID ob večjih odmerkih 
levodope, kar smo videli tudi posredno kot povečanje izražanja proteina ΔFosB. Glavna 
ugotovitev predklinične študije je, da E2 poveča učinke stimulacije dopaminskih receptorjev. 
V dopaminsko denerviranem striatumu, pred uvedbo terapije z levodopo, E2 zmanjša 
dezinhibicijo posredne poti, nastale zaradi propada dopaminskih nevronov. Posledično bi E2 
lahko povečal priliv informacij v motorično skorjo in zmanjšal motorične znake bolezni pri 
ženskah v zgodnji fazi bolezni. To bi lahko pojasnilo ugotovitve kliničnih študij, kjer povezujejo 
hormonska stanja z višjimi vrednostmi E2 pri ženskah s kasnejšim nastopom motoričnih 
znakov (75, 103, 104). Prav tako bi lahko deloma pojasnilo zaščitno vlogo ženskega spola v 
zgodnji fazi PB, kar smo pokazali s klinično študijo. Ob tem moramo upoštevati, da so razlike 
med spoloma lahko tudi posledica različnih socialnih in genetskih faktorjev. Ob terapiji z 
levodopo pa E2 poslabša nastanek LID pri ženskem spolu zaradi še dodatne pretirane 
aktivacije neposredne poti. Ugotovitev lahko znova le deloma pojasni, zakaj imajo ženske bolj 
izrazite LID v napredovali fazi PB. Pacientke s PB, ki prejemajo nadomestno hormonsko 





1. Mhyre TR, Boyd JT, Hamill RW, Maguire-Zeiss KA. Parkinson's disease. Subcell 
Biochem 2012; 65: 389-455. 
2. Obeso JA, Stamelou M, Goetz CG, et al. Past, present, and future of Parkinson's 
disease: A special essay on the 200th Anniversary of the Shaking Palsy. Mov Disord 2017; 
32: 1264-310. 
3. Jankovic J. Parkinson's disease: clinical features and diagnosis. J Neurol Neurosurg 
Psychiatry 2008; 79: 368-76. 
4. Albin RL, Young AB, Penney JB. The functional anatomy of basal ganglia disorders. 
Trends Neurosci 1989; 12: 366-75. 
5. The Basal Ganglia. In: Bear MF CB, Paradiso MA, editor. Neuroscience Exploring the 
Brain. Fourth ed. Philadelphia, PA, USA: Wolters Kluwer; 2016. p. 498-505. 
6. Simonyan K. Recent advances in understanding the role of the basal ganglia. 
F1000Res 2019; 8. 
7. Calabresi P, Picconi B, Tozzi A, Ghiglieri V, Di Filippo M. Direct and indirect pathways 
of basal ganglia: a critical reappraisal. Nat Neurosci 2014; 17: 1022-30. 
8. DeLong MR, Wichmann T. Circuits and circuit disorders of the basal ganglia. Arch 
Neurol 2007; 64: 20-4. 
9. Mink JW. The basal ganglia: focused selection and inhibition of competing motor 
programs. Prog Neurobiol 1996; 50: 381-425. 
10. Kandel ER SJ, Jessell TM, Siegelbaum SA, Hudspeth AJ. Principles of Neural 
Science. Fifth edition ed: The McGraw-Hill Companies, Inc; 2013. 
11. Yager LM, Garcia AF, Wunsch AM, Ferguson SM. The ins and outs of the striatum: 
role in drug addiction. Neuroscience 2015; 301: 529-41. 
12. Munoz-Manchado AB, Bengtsson Gonzales C, Zeisel A, et al. Diversity of Interneurons 
in the Dorsal Striatum Revealed by Single-Cell RNA Sequencing and PatchSeq. Cell Rep 
2018; 24: 2179-90 e7. 
13. Spigolon G, Fisone G. Signal transduction in L-DOPA-induced dyskinesia: from 
receptor sensitization to abnormal gene expression. J Neural Transm (Vienna) 2018; 125: 
1171-86. 
14. Stoof JC, Kebabian JW. Opposing roles for D-1 and D-2 dopamine receptors in efflux 
of cyclic AMP from rat neostriatum. Nature 1981; 294: 366-8. 
15. Romanelli R.J. WJT, Neve K.A. , editor. Dopamine Receptor Signaling: Intracellular 
Pathways to Behavior. In: The Dopamine Receptors. The Receptors. : Humana Press, 
Totowa, NJ; 2010. 
16. Konradi C, Cole RL, Heckers S, Hyman SE. Amphetamine regulates gene expression 
in rat striatum via transcription factor CREB. J Neurosci 1994; 14: 5623-34. 
17. Josselyn SA, Nguyen PV. CREB, synapses and memory disorders: past progress and 
future challenges. Curr Drug Targets CNS Neurol Disord 2005; 4: 481-97. 
18. Nestler EJ. Molecular basis of long-term plasticity underlying addiction. Nat Rev 
Neurosci 2001; 2: 119-28. 
19. Neve KA, Seamans JK, Trantham-Davidson H. Dopamine receptor signaling. J Recept 
Signal Transduct Res 2004; 24: 165-205. 
20. Yan Z, Feng J, Fienberg AA, Greengard P. D(2) dopamine receptors induce mitogen-
activated protein kinase and cAMP response element-binding protein phosphorylation in 
neurons. Proc Natl Acad Sci U S A 1999; 96: 11607-12. 
21. Kosillo P, Zhang YF, Threlfell S, Cragg SJ. Cortical Control of Striatal Dopamine 
Transmission via Striatal Cholinergic Interneurons. Cereb Cortex 2016; 26: 4160-9. 
22. Mallet N, Leblois A, Maurice N, Beurrier C. Striatal Cholinergic Interneurons: How to 
Elucidate Their Function in Health and Disease. Front Pharmacol 2019; 10: 1488. 
23. Albin RL. Basal ganglia neurotoxins. Neurol Clin 2000; 18: 665-80. 
73 
 
24. Guridi J, Gonzalez-Redondo R, Obeso JA. Clinical features, pathophysiology, and 
treatment of levodopa-induced dyskinesias in Parkinson's disease. Parkinsons Dis 2012; 
2012: 943159. 
25. Nelson Lab UoC, San Francisco. Mike and Alexandra Awarded Parkinson's Disease 
Foundation Grant 2016 [Available from: https://nelsonlab.ucsf.edu/news/mike-and-alexandra-
awarded-parkinsons-disease-foundation-grant. 
26. Magrinelli F, Picelli A, Tocco P, et al. Pathophysiology of Motor Dysfunction in 
Parkinson's Disease as the Rationale for Drug Treatment and Rehabilitation. Parkinsons Dis 
2016; 2016: 9832839. 
27. Aosaki T, Miura M, Suzuki T, Nishimura K, Masuda M. Acetylcholine-dopamine 
balance hypothesis in the striatum: an update. Geriatr Gerontol Int 2010; 10 Suppl 1: S148-
57. 
28. Hallett M. Parkinson's disease tremor: pathophysiology. Parkinsonism Relat Disord 
2012; 18 Suppl 1: S85-6. 
29. Kalia LV, Brotchie JM, Fox SH. Novel nondopaminergic targets for motor features of 
Parkinson's disease: review of recent trials. Mov Disord 2013; 28: 131-44. 
30. Sanberg PR. Haloperidol-induced catalepsy is mediated by postsynaptic dopamine 
receptors. Nature 1980; 284: 472-3. 
31. Jellinger KA. Pathology of Parkinson's disease. Changes other than the nigrostriatal 
pathway. Mol Chem Neuropathol 1991; 14: 153-97. 
32. Carlsson A, Lindqvist M, Magnusson T. 3,4-Dihydroxyphenylalanine and 5-
hydroxytryptophan as reserpine antagonists. Nature 1957; 180: 1200. 
33. Davis GC, Williams AC, Markey SP, et al. Chronic Parkinsonism secondary to 
intravenous injection of meperidine analogues. Psychiatry Res 1979; 1: 249-54. 
34. Cenci MA, Ohlin KE. Rodent models of treatment-induced motor complications in 
Parkinson's disease. Parkinsonism Relat Disord 2009; 15 Suppl 4: S13-7. 
35. Betarbet R, Sherer TB, MacKenzie G, Garcia-Osuna M, Panov AV, Greenamyre JT. 
Chronic systemic pesticide exposure reproduces features of Parkinson's disease. Nat 
Neurosci 2000; 3: 1301-6. 
36. Ungerstedt U. 6-Hydroxy-dopamine induced degeneration of central monoamine 
neurons. Eur J Pharmacol 1968; 5: 107-10. 
37. Duty S, Jenner P. Animal models of Parkinson's disease: a source of novel treatments 
and clues to the cause of the disease. Br J Pharmacol 2011; 164: 1357-91. 
38. Mazzio EA, Reams RR, Soliman KF. The role of oxidative stress, impaired glycolysis 
and mitochondrial respiratory redox failure in the cytotoxic effects of 6-hydroxydopamine in 
vitro. Brain Res 2004; 1004: 29-44. 
39. Cohen G. Oxy-radical toxicity in catecholamine neurons. Neurotoxicology 1984; 5: 77-
82. 
40. Glinka Y, Gassen M, Youdim MB. Mechanism of 6-hydroxydopamine neurotoxicity. J 
Neural Transm Suppl 1997; 50: 55-66. 
41. Seth K, Agrawal AK, Aziz MH, et al. Induced expression of early response 
genes/oxidative injury in rat pheochromocytoma (PC12) cell line by 6-hydroxydopamine: 
implication for Parkinson's disease. Neurosci Lett 2002; 330: 89-93. 
42. Liang Q, Liou AK, Ding Y, et al. 6-Hydroxydopamine induces dopaminergic cell 
degeneration via a caspase-9-mediated apoptotic pathway that is attenuated by caspase-9dn 
expression. J Neurosci Res 2004; 77: 747-61. 
43. Ungerstedt U. Postsynaptic supersensitivity after 6-hydroxy-dopamine induced 
degeneration of the nigro-striatal dopamine system. Acta Physiol Scand Suppl 1971; 367: 69-
93. 
44. Sakai K, Gash DM. Effect of bilateral 6-OHDA lesions of the substantia nigra on 
locomotor activity in the rat. Brain Res 1994; 633: 144-50. 
45. Olsson M, Nikkhah G, Bentlage C, Bjorklund A. Forelimb akinesia in the rat Parkinson 
model: differential effects of dopamine agonists and nigral transplants as assessed by a new 
stepping test. J Neurosci 1995; 15: 3863-75. 
74 
 
46. Golde TE. The therapeutic importance of understanding mechanisms of neuronal cell 
death in neurodegenerative disease. Mol Neurodegener 2009; 4: 8. 
47. Bezard E, Gross CE, Brotchie JM. Presymptomatic compensation in Parkinson's 
disease is not dopamine-mediated. Trends Neurosci 2003; 26: 215-21. 
48. Gerfen CR, Engber TM, Mahan LC, et al. D1 and D2 dopamine receptor-regulated 
gene expression of striatonigral and striatopallidal neurons. Science 1990; 250: 1429-32. 
49. Gerfen CR. D1 dopamine receptor supersensitivity in the dopamine-depleted striatum 
animal model of Parkinson's disease. Neuroscientist 2003; 9: 455-62. 
50. Berke JD, Paletzki RF, Aronson GJ, Hyman SE, Gerfen CR. A complex program of 
striatal gene expression induced by dopaminergic stimulation. J Neurosci 1998; 18: 5301-10. 
51. Morgan JI, Cohen DR, Hempstead JL, Curran T. Mapping patterns of c-fos expression 
in the central nervous system after seizure. Science 1987; 237: 192-7. 
52. Ungerstedt U, Arbuthnott GW. Quantitative recording of rotational behavior in rats after 
6-hydroxy-dopamine lesions of the nigrostriatal dopamine system. Brain Res 1970; 24: 485-
93. 
53. Salat D, Tolosa E. Levodopa in the treatment of Parkinson's disease: current status 
and new developments. J Parkinsons Dis 2013; 3: 255-69. 
54. Dušan Flisar nZ, Maja trošt, Zvezdan Pirtošek. Možnosti zdravljenja napredovale 
Parkinsonove bolezni. Zdrav Vestn 2016; 85: 10. 
55. Gnanalingham KK, Robertson RG. The effects of chronic continuous versus 
intermittent levodopa treatments on striatal and extrastriatal D1 and D2 dopamine receptors 
and dopamine uptake sites in the 6-hydroxydopamine lesioned rat--an autoradiographic study. 
Brain Res 1994; 640: 185-94. 
56. Berthet A, Bezard E, Porras G, et al. L-DOPA impairs proteasome activity in 
parkinsonism through D1 dopamine receptor. J Neurosci 2012; 32: 681-91. 
57. Li L, Homan KT, Vishnivetskiy SA, et al. G Protein-coupled Receptor Kinases of the 
GRK4 Protein Subfamily Phosphorylate Inactive G Protein-coupled Receptors (GPCRs). J 
Biol Chem 2015; 290: 10775-90. 
58. Ferguson SS, Downey WE, 3rd, Colapietro AM, Barak LS, Menard L, Caron MG. Role 
of beta-arrestin in mediating agonist-promoted G protein-coupled receptor internalization. 
Science 1996; 271: 363-6. 
59. Bezard E, Gross CE, Qin L, Gurevich VV, Benovic JL, Gurevich EV. L-DOPA reverses 
the MPTP-induced elevation of the arrestin2 and GRK6 expression and enhanced ERK 
activation in monkey brain. Neurobiol Dis 2005; 18: 323-35. 
60. Rangel-Barajas C, Silva I, Lopez-Santiago LM, Aceves J, Erlij D, Floran B. L-DOPA-
induced dyskinesia in hemiparkinsonian rats is associated with up-regulation of adenylyl 
cyclase type V/VI and increased GABA release in the substantia nigra reticulata. Neurobiol 
Dis 2011; 41: 51-61. 
61. Pavon N, Martin AB, Mendialdua A, Moratalla R. ERK phosphorylation and FosB 
expression are associated with L-DOPA-induced dyskinesia in hemiparkinsonian mice. Biol 
Psychiatry 2006; 59: 64-74. 
62. Westin JE, Vercammen L, Strome EM, Konradi C, Cenci MA. Spatiotemporal pattern 
of striatal ERK1/2 phosphorylation in a rat model of L-DOPA-induced dyskinesia and the role 
of dopamine D1 receptors. Biol Psychiatry 2007; 62: 800-10. 
63. Whitmarsh AJ. Regulation of gene transcription by mitogen-activated protein kinase 
signaling pathways. Biochim Biophys Acta 2007; 1773: 1285-98. 
64. Ebihara K, Ishida Y, Takeda R, et al. Differential expression of FosB, c-Fos, and Zif268 
in forebrain regions after acute or chronic L-DOPA treatment in a rat model of Parkinson's 
disease. Neurosci Lett 2011; 496: 90-4. 
65. Perrotti LI, Hadeishi Y, Ulery PG, et al. Induction of deltaFosB in reward-related brain 
structures after chronic stress. J Neurosci 2004; 24: 10594-602. 
66. Fasano S, Bezard E, D'Antoni A, et al. Inhibition of Ras-guanine nucleotide-releasing 
factor 1 (Ras-GRF1) signaling in the striatum reverts motor symptoms associated with L-dopa-
induced dyskinesia. Proc Natl Acad Sci U S A 2010; 107: 21824-9. 
75 
 
67. Andersson M, Hilbertson A, Cenci MA. Striatal fosB expression is causally linked with 
l-DOPA-induced abnormal involuntary movements and the associated upregulation of striatal 
prodynorphin mRNA in a rat model of Parkinson's disease. Neurobiol Dis 1999; 6: 461-74. 
68. Cenci MA, Tranberg A, Andersson M, Hilbertson A. Changes in the regional and 
compartmental distribution of FosB- and JunB-like immunoreactivity induced in the dopamine-
denervated rat striatum by acute or chronic L-dopa treatment. Neuroscience 1999; 94: 515-
27. 
69. Lindgren HS, Rylander D, Iderberg H, et al. Putaminal upregulation of 
FosB/DeltaFosB-like immunoreactivity in Parkinson's disease patients with dyskinesia. J 
Parkinsons Dis 2011; 1: 347-57. 
70. Girasole AE, Lum MY, Nathaniel D, et al. A Subpopulation of Striatal Neurons Mediates 
Levodopa-Induced Dyskinesia. Neuron 2018; 97: 787-95 e6. 
71. Wooten GF, Currie LJ, Bovbjerg VE, Lee JK, Patrie J. Are men at greater risk for 
Parkinson's disease than women? J Neurol Neurosurg Psychiatry 2004; 75: 637-9. 
72. Hirsch L, Jette N, Frolkis A, Steeves T, Pringsheim T. The Incidence of Parkinson's 
Disease: A Systematic Review and Meta-Analysis. Neuroepidemiology 2016; 46: 292-300. 
73. Lubomski M, Louise Rushworth R, Lee W, Bertram KL, Williams DR. Sex differences 
in Parkinson's disease. J Clin Neurosci 2014; 21: 1503-6. 
74. Dahodwala N, Pei Q, Schmidt P. Sex Differences in the Clinical Progression of 
Parkinson's Disease. J Obstet Gynecol Neonatal Nurs 2016; 45: 749-56. 
75. Haaxma CA, Bloem BR, Borm GF, et al. Gender differences in Parkinson's disease. J 
Neurol Neurosurg Psychiatry 2007; 78: 819-24. 
76. Murray HE, Pillai AV, McArthur SR, et al. Dose- and sex-dependent effects of the 
neurotoxin 6-hydroxydopamine on the nigrostriatal dopaminergic pathway of adult rats: 
differential actions of estrogen in males and females. Neuroscience 2003; 116: 213-22. 
77. Gillies GE, Murray HE, Dexter D, McArthur S. Sex dimorphisms in the neuroprotective 
effects of estrogen in an animal model of Parkinson's disease. Pharmacol Biochem Behav 
2004; 78: 513-22. 
78. Colombo D, Abbruzzese G, Antonini A, et al. The "gender factor" in wearing-off among 
patients with Parkinson's disease: a post hoc analysis of DEEP study. ScientificWorldJournal 
2015; 2015: 787451. 
79. Szewczyk-Krolikowski K, Tomlinson P, Nithi K, et al. The influence of age and gender 
on motor and non-motor features of early Parkinson's disease: initial findings from the Oxford 
Parkinson Disease Center (OPDC) discovery cohort. Parkinsonism Relat Disord 2014; 20: 99-
105. 
80. Martinez-Martin P, Falup Pecurariu C, Odin P, et al. Gender-related differences in the 
burden of non-motor symptoms in Parkinson's disease. J Neurol 2012; 259: 1639-47. 
81. Picillo M, Amboni M, Erro R, et al. Gender differences in non-motor symptoms in early, 
drug naive Parkinson's disease. J Neurol 2013; 260: 2849-55. 
82. Guo X, Song W, Chen K, et al. Gender and onset age-related features of non-motor 
symptoms of patients with Parkinson's disease--a study from Southwest China. Parkinsonism 
Relat Disord 2013; 19: 961-5. 
83. Paolo Barone  AA, Carlo Colosimo, Roberto Marconi, Letterio Morgante, Tania P. 
Avarello, Eugenio Bottacchi, Antonino Cannas, Gabriella Ceravolo, Roberto Ceravolo, Giulio 
Cicarelli, Roberto M. Gaglio, Rosa M. Giglia,  Francesco Iemolo, Michela Manfredi, Giuseppe 
Meco, Alessandra Nicoletti, Massimo Pederzoli, Alfredo Petrone, Antonio Pisani, Francesco 
E. Pontieri, Rocco Quatrale, Silvia Ramat, Rosanna Scala, Giuseppe Volpe, Salvatore 
Zappulla, Anna Rita Bentivoglio, Fabrizio Stocchi, Giorgio Trianni, Paolo Del Dotto,  on behalf 
of the PRIAMO study group. The Priamo Study: A Multicenter Assessment of Nonmotor 
Symptoms and Their Impact on Quality of Life in Parkinson’s Disease. Movement Disorders 
2009; 24: 1641-9. 
84. Bjornara KA, Dietrichs E, Toft M. REM sleep behavior disorder in Parkinson's disease-
-is there a gender difference? Parkinsonism Relat Disord 2013; 19: 120-2. 
85. Nicoletti A, Vasta R, Mostile G, et al. Gender effect on non-motor symptoms in 
Parkinson's disease: are men more at risk? Parkinsonism Relat Disord 2017; 35: 69-74. 
76 
 
86. Song Y, Gu Z, An J, Chan P, Chinese Parkinson Study G. Gender differences on motor 
and non-motor symptoms of de novo patients with early Parkinson's disease. Neurol Sci 2014; 
35: 1991-6. 
87. Chandran S, Krishnan S, Rao RM, Sarma SG, Sarma PS, Kishore A. Gender influence 
on selection and outcome of deep brain stimulation for Parkinson's disease. Ann Indian Acad 
Neurol 2014; 17: 66-70. 
88. Cereda E, Cilia R, Klersy C, et al. Dementia in Parkinson's disease: Is male gender a 
risk factor? Parkinsonism Relat Disord 2016; 26: 67-72. 
89. Julius BM Anang, Jean-Francois Gagnon, Josie-Anne Bertrand SRR, Veronique 
Latreille MP, Jacques Montplaisir,, RB P. Predictors ofdementia in Parkinson disease- a 
prospective cohort study. Neurology 2014; 83: 1253-60. 
90. Savica R, Grossardt BR, Bower JH, Ahlskog JE, Rocca WA. Risk factors for 
Parkinson's disease may differ in men and women: an exploratory study. Horm Behav 2013; 
63: 308-14. 
91. Cantuti-Castelvetri I, Keller-McGandy C, Bouzou B, et al. Effects of gender on nigral 
gene expression and parkinson disease. Neurobiol Dis 2007; 26: 606-14. 
92. Pankratz N, Nichols WC, Uniacke SK, et al. Genome screen to identify susceptibility 
genes for Parkinson disease in a sample without parkin mutations. Am J Hum Genet 2002; 
71: 124-35. 
93. Picillo M, Nicoletti A, Fetoni V, Garavaglia B, Barone P, Pellecchia MT. The relevance 
of gender in Parkinson's disease: a review. J Neurol 2017; 264: 1583-607. 
94. Georgiou A, Demetriou CA, Heraclides A, et al. Mitochondrial superclusters influence 
age of onset of Parkinson's disease in a gender specific manner in the Cypriot population: A 
case-control study. PLoS One 2017; 12: e0183444. 
95. Wend K, Wend P, Krum SA. Tissue-Specific Effects of Loss of Estrogen during 
Menopause and Aging. Front Endocrinol (Lausanne) 2012; 3: 19. 
96. Thomas MP, Potter BV. The structural biology of oestrogen metabolism. J Steroid 
Biochem Mol Biol 2013; 137: 27-49. 
97. Adeel M, Song X, Wang Y, Francis D, Yang Y. Environmental impact of estrogens on 
human, animal and plant life: A critical review. Environ Int 2017; 99: 107-19. 
98. Dluzen D. Estrogen decreases corpus striatal neurotoxicity in response to 6-
hydroxydopamine. Brain Res 1997; 767: 340-4. 
99. Dluzen D, Horstink M. Estrogen as neuroprotectant of nigrostriatal dopaminergic 
system: laboratory and clinical studies. Endocrine 2003; 21: 67-75. 
100. Gillies GE, McArthur S. Estrogen actions in the brain and the basis for differential 
action in men and women: a case for sex-specific medicines. Pharmacol Rev 2010; 62: 155-
98. 
101. Arnold S, Victor MB, Beyer C. Estrogen and the regulation of mitochondrial structure 
and function in the brain. J Steroid Biochem Mol Biol 2012; 131: 2-9. 
102. Alkayed NJ, Goto S, Sugo N, et al. Estrogen and Bcl-2: gene induction and effect of 
transgene in experimental stroke. J Neurosci 2001; 21: 7543-50. 
103. Yadav R, Shukla G, Goyal V, Singh S, Behari M. A case control study of women with 
Parkinson's disease and their fertility characteristics. J Neurol Sci 2012; 319: 135-8. 
104. Cereda E, Barichella M, Cassani E, Caccialanza R, Pezzoli G. Reproductive factors 
and clinical features of Parkinson's disease. Parkinsonism Relat Disord 2013; 19: 1094-9. 
105. Nitkowska M, Czyzyk M, Friedman A. Reproductive life characteristics in females 
affected with Parkinson's disease and in healthy control subjects - a comparative study on 
Polish population. Neurol Neurochir Pol 2014; 48: 322-7. 
106. McDermott JL, Liu B, Dluzen DE. Sex differences and effects of estrogen on dopamine 
and DOPAC release from the striatum of male and female CD-1 mice. Exp Neurol 1994; 125: 
306-11. 
107. Becker JB. Direct effect of 17 beta-estradiol on striatum: sex differences in dopamine 
release. Synapse 1990; 5: 157-64. 
108. Dluzen DE. Neuroprotective effects of estrogen upon the nigrostriatal dopaminergic 
system. J Neurocytol 2000; 29: 387-99. 
77 
 
109. Xie T, Ho SL, Ramsden D. Characterization and implications of estrogenic down-
regulation of human catechol-O-methyltransferase gene transcription. Mol Pharmacol 1999; 
56: 31-8. 
110. Mangelsdorf DJ, Thummel C, Beato M, et al. The nuclear receptor superfamily: the 
second decade. Cell 1995; 83: 835-9. 
111. Micevych P, Dominguez R. Membrane estradiol signaling in the brain. Front 
Neuroendocrinol 2009; 30: 315-27. 
112. Almey A, Milner TA, Brake WG. Estrogen receptor alpha and G-protein coupled 
estrogen receptor 1 are localized to GABAergic neurons in the dorsal striatum. Neurosci Lett 
2016; 622: 118-23. 
113. Grove-Strawser D, Boulware MI, Mermelstein PG. Membrane estrogen receptors 
activate the metabotropic glutamate receptors mGluR5 and mGluR3 to bidirectionally regulate 
CREB phosphorylation in female rat striatal neurons. Neuroscience 2010; 170: 1045-55. 
114. Almey A, Filardo EJ, Milner TA, Brake WG. Estrogen receptors are found in glia and 
at extranuclear neuronal sites in the dorsal striatum of female rats: evidence for cholinergic 
but not dopaminergic colocalization. Endocrinology 2012; 153: 5373-83. 
115. Kojovic M, Bologna M, Kassavetis P, et al. Functional reorganization of sensorimotor 
cortex in early Parkinson disease. Neurology 2012; 78: 1441-8. 
116. Wu AD, Petzinger GM, Lin CH, Kung M, Fisher B. Asymmetric corticomotor excitability 
correlations in early Parkinson's disease. Mov Disord 2007; 22: 1587-93. 
117. Cantello R, Tarletti R, Varrasi C, Cecchin M, Monaco F. Cortical inhibition in 
Parkinson's disease: new insights from early, untreated patients. Neuroscience 2007; 150: 64-
71. 
118. Theodoroff SM, Griest SE, Folmer RL. Transcranial magnetic stimulation for tinnitus: 
using the Tinnitus Functional Index to predict benefit in a randomized controlled trial. Trials 
2017; 18: 64. 
119. Janicak PG, Dokucu ME. Transcranial magnetic stimulation for the treatment of major 
depression. Neuropsychiatr Dis Treat 2015; 11: 1549-60. 
120. Rotenberg A, Horvath JC, Pascual-Leone A. Transcranial magnetic stimulation. 
Humana Press 2014. 
121. Hallett M. Transcranial magnetic stimulation: a primer. Neuron 2007; 55: 187-99. 
122. Buhmann C, Glauche V, Sturenburg HJ, Oechsner M, Weiller C, Buchel C. 
Pharmacologically modulated fMRI--cortical responsiveness to levodopa in drug-naive 
hemiparkinsonian patients. Brain 2003; 126: 451-61. 
123. Buhmann C, Gorsler A, Baumer T, et al. Abnormal excitability of premotor-motor 
connections in de novo Parkinson's disease. Brain 2004; 127: 2732-46. 
124. Sollmann N, Tanigawa N, Bulubas L, et al. Clinical Factors Underlying the Inter-
individual Variability of the Resting Motor Threshold in Navigated Transcranial Magnetic 
Stimulation Motor Mapping. Brain Topogr 2017; 30: 98-121. 
125. Ziemann U. TMS and drugs. Clin Neurophysiol 2004; 115: 1717-29. 
126. Kujirai T, Caramia MD, Rothwell JC, et al. Corticocortical inhibition in human motor 
cortex. J Physiol 1993; 471: 501-19. 
127. Ilić TV, Meintzschel F, Cleff U, Ruge D, Kessler KR, Ziemann U. Short-interval paired-
pulse inhibition and facilitation of human motor cortex: the dimension of stimulus intensity. The 
Journal of Physiology 2002; 545: 153-67. 
128. Vucic S, Cheah BC, Yiannikas C, Kiernan MC. Cortical excitability distinguishes ALS 
from mimic disorders. Clin Neurophysiol 2011; 122: 1860-6. 
129. Vucic S, Burke T, Lenton K, et al. Cortical dysfunction underlies disability in multiple 
sclerosis. Mult Scler 2012; 18: 425-32. 
130. Ziemann U, Rothwell JC, Ridding MC. Interaction between intracortical inhibition and 
facilitation in human motor cortex. J Physiol 1996; 496 ( Pt 3): 873-81. 
131. Ridding MC, Ziemann U. Determinants of the induction of cortical plasticity by non-
invasive brain stimulation in healthy subjects. J Physiol 2010; 588: 2291-304. 
78 
 
132. Kojovic M, Kassavetis P, Bologna M, et al. Transcranial magnetic stimulation follow-
up study in early Parkinson's disease: A decline in compensation with disease progression? 
Mov Disord 2015; 30: 1098-106. 
133. Garcia-Ruiz PJ, Del Val J, Fernandez IM, Herranz A. What factors influence motor 
complications in Parkinson disease?: a 10-year prospective study. Clin Neuropharmacol 2012; 
35: 1-5. 
134. Mario Zappia MGA, PhD; Giuseppe Nicoletti, MD; Gennarina Arabia, MD; Ferdinanda 
Annesi, PhD; Demetrio Messina, MD; Pierfrancesco Pugliese, MD; Patrizia Spadafora, PhD; 
Patrizia Tarantino, PhD; Sara Carrideo, PhD; Donatella Civitelli, PhD; Elvira V. De Marco, 
PhD; Innocenza C. Cirò-Candiano, PhD; Antonio Gambardella, MD; Aldo Quattrone, MD. Sex 
Differences in Clinical and Genetic Determinants of Levodopa Peak-Dose Dyskinesias in 
Parkinson Disease. Arch Neurol 2005; 601-5. 
135. Ettore Accolla EC, Filippo Cogiamanian, Filippo Tamma, Simona Mrakic-Sposta, Sara 
Marceglia, Marcello Egidi, Paolo Rampini, Marco Locatelli, Alberto Priori, . Gender Differences 
in Patients with Parkinson’s Disease Treated with Subthalamic Deep Brain Stimulation. 
Movement Disorders 2007; 22: 1150-6. 
136. Arabia G, Zappia M, Bosco D, et al. Body weight, levodopa pharmacokinetics and 
dyskinesia in Parkinson's disease. Neurol Sci 2002; 23 Suppl 2: S53-4. 
137. Parkinson Study Group PI. A randomized pilot trial of estrogen replacement therapy in 
post-menopausal women with Parkinson's disease. Parkinsonism Relat Disord 2011; 17: 757-
60. 
138. Blanchet PJ, Fang J, Hyland K, Arnold LA, Mouradian MM, Chase TN. Short-term 
effects of high-dose 17beta-estradiol in postmenopausal PD patients: a crossover study. 
Neurology 1999; 53: 91-5. 
139. Gomez-Mancilla B, Bedard PJ. Effect of estrogen and progesterone on L-dopa induced 
dyskinesia in MPTP-treated monkeys. Neurosci Lett 1992; 135: 129-32. 
140. Smith CP, Oh JD, Bibbiani F, Collins MA, Avila I, Chase TN. Tamoxifen effect on L-
DOPA induced response complications in parkinsonian rats and primates. 
Neuropharmacology 2007; 52: 515-26. 
141. Martinkovich S, Shah D, Planey SL, Arnott JA. Selective estrogen receptor modulators: 
tissue specificity and clinical utility. Clin Interv Aging 2014; 9: 1437-52. 
142. Newhouse P, Albert K, Astur R, Johnson J, Naylor M, Dumas J. Tamoxifen improves 
cholinergically modulated cognitive performance in postmenopausal women. 
Neuropsychopharmacology 2013; 38: 2632-43. 
143. Glavan G. Intermittent L-DOPA treatment differentially alters synaptotagmin 4 and 7 
gene expression in the striatum of hemiparkinsonian rats. Brain Res 2008; 1236: 216-24. 
144. Henry B, Crossman AR, Brotchie JM. Characterization of enhanced behavioral 
responses to L-DOPA following repeated administration in the 6-hydroxydopamine-lesioned 
rat model of Parkinson's disease. Exp Neurol 1998; 151: 334-42. 
145. Papa SM, Engber TM, Kask AM, Chase TN. Motor fluctuations in levodopa treated 
parkinsonian rats: relation to lesion extent and treatment duration. Brain Res 1994; 662: 69-
74. 
146. Cenci MA, Lundblad M. Ratings of L-DOPA-induced dyskinesia in the unilateral 6-
OHDA lesion model of Parkinson's disease in rats and mice. Curr Protoc Neurosci 2007; 
Chapter 9: Unit 9 25. 
147. Gutiérrez-Valdez AL, Rodríguez-Lara V, Anaya-Martínez V, et al. Differences Between 
Intact and Ovariectomized Hemiparkinsonian Rats in Response to L-DOPA, Melatonin, and 
L-DOPA/Melatonin Coadministration on Motor Behavior and Cytological Alterations. 2018. In: 
Sex Hormones in Neurodegenerative Processes and Diseases [Internet]. IntechOpen; [171-
205]. 
148. Nasreddine ZS, Phillips NA, Bedirian V, et al. The Montreal Cognitive Assessment, 
MoCA: a brief screening tool for mild cognitive impairment. J Am Geriatr Soc 2005; 53: 695-
9. 
149. Beck AT SR, Carbin MG. Psychometric properties of the Beck Depression Inventory: 
Twenty-five years of evaluation. Clincal Psychology Review 1988; 8: 77-100. 
79 
 
150. Trenkwalder C, Kohnen R, Hogl B, et al. Parkinson's disease sleep scale--validation 
of the revised version PDSS-2. Mov Disord 2011; 26: 644-52. 
151. Chaudhuri KR, Martinez-Martin P, Brown RG, et al. The metric properties of a novel 
non-motor symptoms scale for Parkinson's disease: Results from an international pilot study. 
Mov Disord 2007; 22: 1901-11. 
152. Starkstein SE, Mayberg HS, Preziosi TJ, Andrezejewski P, Leiguarda R, Robinson RG. 
Reliability, validity, and clinical correlates of apathy in Parkinson's disease. J Neuropsychiatry 
Clin Neurosci 1992; 4: 134-9. 
153. Maeda F, Gangitano M, Thall M, Pascual-Leone A. Inter- and intra-individual variability 
of paired-pulse curves with transcranial magnetic stimulation (TMS). Clin Neurophysiol 2002; 
113: 376-82. 
154. McCombe Waller S, Forrester L, Villagra F, Whitall J. Intracortical inhibition and 
facilitation with unilateral dominant, unilateral nondominant and bilateral movement tasks in 
left- and right-handed adults. J Neurol Sci 2008; 269: 96-104. 
155. Chagas AP, Monteiro M, Mazer V, et al. Cortical excitability variability: Insights into 
biological and behavioral characteristics of healthy individuals. J Neurol Sci 2018; 390: 172-7. 
156. Rossini PM, Barker AT, Berardelli A, et al. Non-invasive electrical and magnetic 
stimulation of the brain, spinal cord and roots: basic principles and procedures for routine 
clinical application. Report of an IFCN committee. Electroencephalogr Clin Neurophysiol 1994; 
91: 79-92. 
157. Chang JW, Wachtel SR, Young D, Kang UJ. Biochemical and anatomical 
characterization of forepaw adjusting steps in rat models of Parkinson's disease: studies on 
medial forebrain bundle and striatal lesions. Neuroscience 1999; 88: 617-28. 
158. Lindenbach D, Conti MM, Ostock CY, et al. The Role of Primary Motor Cortex (M1) 
Glutamate and GABA Signaling in l-DOPA-Induced Dyskinesia in Parkinsonian Rats. J 
Neurosci 2016; 36: 9873-87. 
159. Robertson HA, Peterson MR, Murphy K, Robertson GS. D1-dopamine receptor 
agonists selectively activate striatal c-fos independent of rotational behaviour. Brain Res 1989; 
503: 346-9. 
160. Paxinos G WC. The Rat Brain in Stereotaxic Coordinates. 6th ed: Academic Press; 
2007 6th of February, 2007. 456 p. 
161. Schindelin J, Arganda-Carreras I, Frise E, et al. Fiji: an open-source platform for 
biological-image analysis. Nat Methods 2012; 9: 676-82. 
162. Di Lazzaro V, Pellegrino G, Di Pino G, et al. Human Motor Cortex Functional Changes 
in Acute Stroke: Gender Effects. Front Neurosci 2016; 10: 10. 
163. Cavedo E, Chiesa PA, Houot M, et al. Sex differences in functional and molecular 
neuroimaging biomarkers of Alzheimer's disease in cognitively normal older adults with 
subjective memory complaints. Alzheimers Dement 2018; 14: 1204-15. 
164. Baba Y, Putzke JD, Whaley NR, Wszolek ZK, Uitti RJ. Gender and the Parkinson's 
disease phenotype. J Neurol 2005; 252: 1201-5. 
165. Morgante F, Espay AJ, Gunraj C, Lang AE, Chen R. Motor cortex plasticity in 
Parkinson's disease and levodopa-induced dyskinesias. Brain 2006; 129: 1059-69. 
166. Casarotto S, Turco F, Comanducci A, et al. Excitability of the supplementary motor 
area in Parkinson's disease depends on subcortical damage. Brain Stimul 2019; 12: 152-60. 
167. Di Lazzaro V, Oliviero A, Profice P, et al. Ketamine increases human motor cortex 
excitability to transcranial magnetic stimulation. J Physiol 2003; 547: 485-96. 
168. Ziemann U, Chen R, Cohen LG, Hallett M. Dextromethorphan decreases the 
excitability of the human motor cortex. Neurology 1998; 51: 1320-4. 
169. Ziemann U, Lonnecker S, Steinhoff BJ, Paulus W. The effect of lorazepam on the 
motor cortical excitability in man. Exp Brain Res 1996; 109: 127-35. 
170. Paulus W, Classen J, Cohen LG, et al. State of the art: Pharmacologic effects on 




171. Aguglia U, Gambardella A, Quartarone A, et al. Interhemispheric threshold differences 
in idiopathic generalized epilepsies with versive or circling seizures determined with focal 
magnetic transcranial stimulation. Epilepsy Res 2000; 40: 1-6. 
172. Cicinelli P, Traversa R, Oliveri M, et al. Intracortical excitatory and inhibitory 
phenomena to paired transcranial magnetic stimulation in healthy human subjects: differences 
between the right and left hemisphere. Neurosci Lett 2000; 288: 171-4. 
173. Guekht A, Selikhova M, Serkin G, Gusev E. Implementation of the TMS in the early 
stages of Parkinson's disease. Electromyogr Clin Neurophysiol 2005; 45: 291-7. 
174. Tremblay F, Tremblay LE. Cortico-motor excitability of the lower limb motor 
representation: a comparative study in Parkinson's disease and healthy controls. Clin 
Neurophysiol 2002; 113: 2006-12. 
175. Bologna M, Guerra A, Paparella G, et al. Neurophysiological correlates of bradykinesia 
in Parkinson's disease. Brain 2018; 141: 2432-44. 
176. Hallett M, Chen R, Ziemann U, Cohen LG. Reorganization in motor cortex in amputees 
and in normal volunteers after ischemic limb deafferentation. Electroencephalogr Clin 
Neurophysiol Suppl 1999; 51: 183-7. 
177. Chen R. Studies of human motor physiology with transcranial magnetic stimulation. 
Muscle Nerve Suppl 2000; 9: S26-32. 
178. Valls-Sole J, Pascual-Leone A, Brasil-Neto JP, Cammarota A, McShane L, Hallett M. 
Abnormal facilitation of the response to transcranial magnetic stimulation in patients with 
Parkinson's disease. Neurology 1994; 44: 735-41. 
179. Chen R, Garg RR, Lozano AM, Lang AE. Effects of internal globus pallidus stimulation 
on motor cortex excitability. Neurology 2001; 56: 716-23. 
180. Lefaucheur JP. Motor cortex dysfunction revealed by cortical excitability studies in 
Parkinson's disease: influence of antiparkinsonian treatment and cortical stimulation. Clin 
Neurophysiol 2005; 116: 244-53. 
181. Strafella AP, Valzania F, Nassetti SA, et al. Effects of chronic levodopa and pergolide 
treatment on cortical excitability in patients with Parkinson's disease: a transcranial magnetic 
stimulation study. Clin Neurophysiol 2000; 111: 1198-202. 
182. Ridding MC, Inzelberg R, Rothwell JC. Changes in excitability of motor cortical circuitry 
in patients with Parkinson's disease. Ann Neurol 1995; 37: 181-8. 
183. Kuhn YA, Keller M, Ruffieux J, Taube W. Intracortical Inhibition Within the Primary 
Motor Cortex Can Be Modulated by Changing the Focus of Attention. J Vis Exp 2017. 
184. Liepert J, Classen J, Cohen LG, Hallett M. Task-dependent changes of intracortical 
inhibition. Exp Brain Res 1998; 118: 421-6. 
185. Shibuya K, Park SB, Geevasinga N, et al. Threshold tracking transcranial magnetic 
stimulation: Effects of age and gender on motor cortical function. Clin Neurophysiol 2016; 127: 
2355-61. 
186. Popa L. Differences of cortical excitability between Parkinson's disease patients and 
healthy subjects. A cmparative study. Romanian Journal of Neurology 2012; 11: 38-43. 
187. Valzania F, Strafella AP, Quatrale R, et al. Motor evoked responses to paired cortical 
magnetic stimulation in Parkinson's disease. Electroencephalogr Clin Neurophysiol 1997; 105: 
37-43. 
188. Kačar A, Filipović SR, Kresojević N, et al. History of exposure to dopaminergic 
medication does not affect motor cortex plasticity and excitability in Parkinson’s disease. 
Clinical Neurophysiology 2013; 124: 697-707. 
189. Bares M, Kanovsky P, Klajblova H, Rektor I. Intracortical inhibition and facilitation are 
impaired in patients with early Parkinson's disease: a paired TMS study. Eur J Neurol 2003; 
10: 385-9. 
190. Stefan K, Kunesch E, Cohen LG, Benecke R, Classen J. Induction of plasticity in the 
human motor cortex by paired associative stimulation. Brain 2000; 123 Pt 3: 572-84. 
191. Di Lazzaro V. The physiological basis of transcranial motor cortex stimulation in 
conscious humans. Clinical Neurophysiology 2004; 115: 255-66. 
192. Rosen I, Asanuma H. Peripheral afferent inputs to the forelimb area of the monkey 
motor cortex: input-output relations. Exp Brain Res 1972; 14: 257-73. 
81 
 
193. Schwingenschuh P, Ruge D, Edwards MJ, et al. Distinguishing SWEDDs patients with 
asymmetric resting tremor from Parkinson's disease: a clinical and electrophysiological study. 
Mov Disord 2010; 25: 560-9. 
194. Fratello F, Veniero D, Curcio G, et al. Modulation of corticospinal excitability by paired 
associative stimulation: reproducibility of effects and intraindividual reliability. Clin 
Neurophysiol 2006; 117: 2667-74. 
195. Quartarone A, Pisani A. Abnormal plasticity in dystonia: Disruption of synaptic 
homeostasis. Neurobiol Dis 2011; 42: 162-70. 
196. Weise D, Schramm A, Beck M, Reiners K, Classen J. Loss of topographic specificity 
of LTD-like plasticity is a trait marker in focal dystonia. Neurobiol Dis 2011; 42: 171-6. 
197. Bagnato S, Agostino R, Modugno N, Quartarone A, Berardelli A. Plasticity of the motor 
cortex in Parkinson's disease patients on and off therapy. Mov Disord 2006; 21: 639-45. 
198. Baker KB, Lee JY, Mavinkurve G, et al. Somatotopic organization in the internal 
segment of the globus pallidus in Parkinson's disease. Exp Neurol 2010; 222: 219-25. 
199. Pessiglione M, Guehl D, Rolland AS, et al. Thalamic neuronal activity in dopamine-
depleted primates: evidence for a loss of functional segregation within basal ganglia circuits. 
J Neurosci 2005; 25: 1523-31. 
200. Pascual-Leone A, Amedi A, Fregni F, Merabet LB. The plastic human brain cortex. 
Annu Rev Neurosci 2005; 28: 377-401. 
201. Appel-Cresswell S, de la Fuente-Fernandez R, Galley S, McKeown MJ. Imaging of 
compensatory mechanisms in Parkinson's disease. Curr Opin Neurol 2010; 23: 407-12. 
202. Blesa J, Trigo-Damas I, Dileone M, Del Rey NL, Hernandez LF, Obeso JA. 
Compensatory mechanisms in Parkinson's disease: Circuits adaptations and role in disease 
modification. Exp Neurol 2017; 298: 148-61. 
203. Gregory S, Long JD, Kloppel S, et al. Operationalizing compensation over time in 
neurodegenerative disease. Brain 2017; 140: 1158-65. 
204. Ridding MC, Flavel SC. Induction of plasticity in the dominant and non-dominant motor 
cortices of humans. Exp Brain Res 2006; 171: 551-7. 
205. Djaldetti R, Ziv I, Melamed E. The mystery of motor asymmetry in Parkinson's disease. 
Lancet Neurol 2006; 5: 796-802. 
206. Augustine EF, Perez A, Dhall R, et al. Sex Differences in Clinical Features of Early, 
Treated Parkinson's Disease. PLoS One 2015; 10: e0133002. 
207. Keezer MR, Wolfson C, Postuma RB. Age, Gender, Comorbidity, and the MDS-
UPDRS: Results from a Population-Based Study. Neuroepidemiology 2016; 46: 222-7. 
208. Cordellini MF, Piazzetta G, Pinto KC, et al. Effect of different doses of estrogen on the 
nigrostriatal dopaminergic system in two 6-hydroxydopamine-induced lesion models of 
Parkinson's disease. Neurochem Res 2011; 36: 955-61. 
209. Gajjar TM, Anderson LI, Dluzen DE. Acute effects of estrogen upon methamphetamine 
induced neurotoxicity of the nigrostriatal dopaminergic system. J Neural Transm (Vienna) 
2003; 110: 1215-24. 
210. Smith GA, Heuer A, Dunnett SB, Lane EL. Unilateral nigrostriatal 6-hydroxydopamine 
lesions in mice II: predicting l-DOPA-induced dyskinesia. Behav Brain Res 2012; 226: 281-92. 
211. Bastide MF, Dovero S, Charron G, et al. Immediate-early gene expression in structures 
outside the basal ganglia is associated to l-DOPA-induced dyskinesia. Neurobiol Dis 2014; 
62: 179-92. 
212. Doucet JP, Nakabeppu Y, Bedard PJ, et al. Chronic alterations in dopaminergic 
neurotransmission produce a persistent elevation of deltaFosB-like protein(s) in both the 
rodent and primate striatum. Eur J Neurosci 1996; 8: 365-81. 
213. Cenci MA. Transcription factors involved in the pathogenesis of L-DOPA-induced 
dyskinesia in a rat model of Parkinson's disease. Amino Acids 2002; 23: 105-9. 
214. Renthal W, Carle TL, Maze I, et al. Delta FosB mediates epigenetic desensitization of 
the c-fos gene after chronic amphetamine exposure. J Neurosci 2008; 28: 7344-9. 
215. Corbett BF, You JC, Zhang X, et al. DeltaFosB Regulates Gene Expression and 
Cognitive Dysfunction in a Mouse Model of Alzheimer's Disease. Cell Rep 2017; 20: 344-55. 
82 
 
216. Eiden LE, Weihe E. VMAT2: a dynamic regulator of brain monoaminergic neuronal 
function interacting with drugs of abuse. Ann N Y Acad Sci 2011; 1216: 86-98. 
217. Miller GM. The emerging role of trace amine-associated receptor 1 in the functional 
regulation of monoamine transporters and dopaminergic activity. J Neurochem 2011; 116: 
164-76. 
218. Becker JB, Beer ME. The influence of estrogen on nigrostriatal dopamine activity: 
behavioral and neurochemical evidence for both pre- and postsynaptic components. Behav 
Brain Res 1986; 19: 27-33. 
219. Bosse R, Di Paolo T. Dopamine and GABAA receptor imbalance after ovariectomy in 
rats: model of menopause. J Psychiatry Neurosci 1995; 20: 364-71. 
220. Levesque D, Di Paolo T. Chronic estradiol treatment increases ovariectomized rat 
striatal D-1 dopamine receptors. Life Sci 1989; 45: 1813-20. 
221. Landry M, Levesque D, Di Paolo T. Estrogenic properties of raloxifene, but not 
tamoxifen, on D2 and D3 dopamine receptors in the rat forebrain. Neuroendocrinology 2002; 
76: 214-22. 
222. Di Paolo T, Poyet P, Labrie F. Effect of prolactin and estradiol on rat striatal dopamine 
receptors. Life Sci 1982; 31: 2921-9. 
223. Falardeau P, Di Paolo T. Regional effect of estradiol on rat caudate-putamen 
dopamine receptors: lateral-medial differences. Neurosci Lett 1987; 74: 43-8. 
224. Di Paolo T. Modulation of brain dopamine transmission by sex steroids. Rev Neurosci 
1994; 5: 27-41. 
225. Levesque D, Di Paolo T. Dopamine receptor reappearance after irreversible receptor 
blockade: effect of chronic estradiol treatment of ovariectomized rats. Mol Pharmacol 1991; 
39: 659-65. 
226. Di Paolo T, Rouillard C, Bedard P. 17 beta-Estradiol at a physiological dose acutely 
increases dopamine turnover in rat brain. Eur J Pharmacol 1985; 117: 197-203. 
227. Shieh KR, Yang SC. Effects of estradiol on the stimulation of dopamine turnover in 
mesolimbic and nigrostriatal systems by cocaine- and amphetamine-regulated transcript 
peptide in female rats. Neuroscience 2008; 154: 1589-97. 
228. Pasqualini C, Olivier V, Guibert B, Frain O, Leviel V. Acute stimulatory effect of 
estradiol on striatal dopamine synthesis. J Neurochem 1995; 65: 1651-7. 
229. Becker JB, Beer ME, Robinson TE. Striatal dopamine release stimulated by 
amphetamine or potassium: influence of ovarian hormones and the light-dark cycle. Brain Res 
1984; 311: 157-60. 
230. Ekue A, Boulanger JF, Morissette M, Di Paolo T. Lack of effect of testosterone and 
dihydrotestosterone compared to 17beta-oestradiol in 1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6, 
tetrahydropyridine-mice. J Neuroendocrinol 2002; 14: 731-6. 
231. Jourdain S, Morissette M, Morin N, Di Paolo T. Oestrogens prevent loss of dopamine 
transporter (DAT) and vesicular monoamine transporter (VMAT2) in substantia nigra of 1-
methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine mice. J Neuroendocrinol 2005; 17: 509-17. 
232. McArthur S, Murray HE, Dhankot A, Dexter DT, Gillies GE. Striatal susceptibility to a 
dopaminergic neurotoxin is independent of sex hormone effects on cell survival and DAT 
expression but is exacerbated by central aromatase inhibition. J Neurochem 2007; 100: 678-
92. 
233. Attali G, Weizman A, Gil-Ad I, Rehavi M. Opposite modulatory effects of ovarian 
hormones on rat brain dopamine and serotonin transporters. Brain Res 1997; 756: 153-9. 
234. Boyson SJ, McGonigle P, Molinoff PB. Quantitative autoradiographic localization of 
the D1 and D2 subtypes of dopamine receptors in rat brain. J Neurosci 1986; 6: 3177-88. 
235. Le Moine C, Normand E, Bloch B. Phenotypical characterization of the rat striatal 
neurons expressing the D1 dopamine receptor gene. Proc Natl Acad Sci U S A 1991; 88: 
4205-9. 
236. Le Moine C, Normand E, Guitteny AF, Fouque B, Teoule R, Bloch B. Dopamine 
receptor gene expression by enkephalin neurons in rat forebrain. Proc Natl Acad Sci U S A 
1990; 87: 230-4. 
83 
 
237. Francardo V, Recchia A, Popovic N, Andersson D, Nissbrandt H, Cenci MA. Impact of 
the lesion procedure on the profiles of motor impairment and molecular responsiveness to L-
DOPA in the 6-hydroxydopamine mouse model of Parkinson's disease. Neurobiol Dis 2011; 
42: 327-40. 
238. Tronci E, Francardo V. Animal models of L-DOPA-induced dyskinesia: the 6-OHDA-
lesioned rat and mouse. J Neural Transm (Vienna) 2018; 125: 1137-44. 
239. Nilsson ME, Vandenput L, Tivesten A, et al. Measurement of a Comprehensive Sex 
Steroid Profile in Rodent Serum by High-Sensitive Gas Chromatography-Tandem Mass 
Spectrometry. Endocrinology 2015; 156: 2492-502. 
240. Faccio L, Da Silva AS, Tonin AA, et al. Serum levels of LH, FSH, estradiol and 
progesterone in female rats experimentally infected by Trypanosoma evansi. Exp Parasitol 
2013; 135: 110-5. 
241. Marques DA, de Carvalho D, da Silva GS, et al. Ventilatory, metabolic, and thermal 
responses to hypercapnia in female rats: effects of estrous cycle, ovariectomy, and hormonal 
replacement. J Appl Physiol (1985) 2015; 119: 61-8. 
242. Shull JD, Spady TJ, Snyder MC, Johansson SL, Pennington KL. Ovary-intact, but not 
ovariectomized female ACI rats treated with 17beta-estradiol rapidly develop mammary 
carcinoma. Carcinogenesis 1997; 18: 1595-601. 
243. Beyer PL, Palarino MY, Michalek D, Busenbark K, Koller WC. Weight change and body 
composition in patients with Parkinson's disease. J Am Diet Assoc 1995; 95: 979-83. 
244. Abbott RA, Cox M, Markus H, Tomkins A. Diet, body size and micronutrient status in 
Parkinson's disease. Eur J Clin Nutr 1992; 46: 879-84. 
245. Durrieu G, ME LL, Rascol O, Senard JM, Rascol A, Montastruc JL. Parkinson's disease 
and weight loss: a study with anthropometric and nutritional assessment. Clin Auton Res 1992; 
2: 153-7. 
246. Wszolek ZK, Markopoulou K. Olfactory dysfunction in Parkinson's disease. Clin 
Neurosci 1998; 5: 94-101. 
247. Edwards LL, Pfeiffer RF, Quigley EM, Hofman R, Balluff M. Gastrointestinal symptoms 
in Parkinson's disease. Mov Disord 1991; 6: 151-6. 
248. Markus HS, Cox M, Tomkins AM. Raised resting energy expenditure in Parkinson's 
disease and its relationship to muscle rigidity. Clin Sci (Lond) 1992; 83: 199-204. 
249. Jankovic J, Wooten M, Van der Linden C, Jansson B. Low body weight in Parkinson's 
disease. South Med J 1992; 85: 351-4. 
250. Chen Y, Heiman ML. Increased weight gain after ovariectomy is not a consequence of 
leptin resistance. Am J Physiol Endocrinol Metab 2001; 280: E315-22. 
251. Koebele SV, Bimonte-Nelson HA. Modeling menopause: The utility of rodents in 
translational behavioral endocrinology research. Maturitas 2016; 87: 5-17. 
252. Fortepiani LA, Zhang H, Racusen L, Roberts LJ, 2nd, Reckelhoff JF. Characterization 
of an animal model of postmenopausal hypertension in spontaneously hypertensive rats. 
Hypertension 2003; 41: 640-5. 
253. Hoegh-Andersen P, Tanko LB, Andersen TL, et al. Ovariectomized rats as a model of 
postmenopausal osteoarthritis: validation and application. Arthritis Res Ther 2004; 6: R169-
80. 
 
